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1.1. ¿QUÉ ES EL ÓXIDO NÍTRICO? 
 
El óxido nítrico es un gas que es sintetizado en distintas células del 
organismo y que tiene un papel crucial como molécula de señalización celular. 
Los sistemas de transducción de señales en los que interviene el óxido nítrico 
son especialmente relevantes en el cerebro y en el sistema cardiovascular. 
Dicha molécula ha sido estudiada desde hace años, en 1987 se descubrió que 
el cuerpo humano produce pequeñas cantidades de óxido nítrico a partir del 
aminoácido arginina. Este descubrimiento ayudó a entender el mecanismo de 
actuación de diversos nitratos orgánicos empleados como medicamentos en 
ataques de “angor pectoris” que igualmente liberan óxido nítrico en el cuerpo 
humano. Incluso, el tratamiento de pacientes con arterosclerosis con arginina, 
parece tener el mismo principio. Por todos estos estudios, en 1998, obtuvieron 
el Premio Nobel  Robert Furchgott, Ferit Murad y Lois Ignarro. 
En cuanto a sus características, el óxido nítrico es una molécula gaseosa 
liposoluble, membrana-penetrante y muy difusible. Se libera aparentemente 
por difusión sobre células vecinas siendo  capaz de activar cadenas 
metabólicas intracelulares, mediante la síntesis de guanosina 5 monofosfato, 
el GMPc (que actúa como mensajero intracelular). En referencia a su 
distribución, el óxido nítrico es una molécula ampliamente distribuida por 
nuestro organismo. La síntesis de óxido nítrico se realiza por acción de una 
enzima, la óxido nítrico sintasa (NOS). Por esta síntesis se pueden estudiar 





sus variantes o isoformas en macrófagos, células endoteliales y células 
neuronales.  
1.1.1. La Óxido Nítrico Sintasa (NOS): 
 
Como hemos comentado previamente, la Óxido Nítrico Sintasa (NOS) es 
la enzima encargada de sintetizar óxido nítrico a  partir del aminoácido L-
arginina. Para ello, requiere la presencia de dos cofactores, el oxígeno y el 
Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato reducida (NADPH). La 
enzima NOS se encuentra distribuida en diferentes tejidos del organismo y 
tiene varias isoformas (Werner-Felmayer, 1991). La isoforma NOS-
neuronal es la que se encuentra relacionada con la NADPH-d y está 
ampliamente distribuida por el Sistema Nervioso Central (SNC) (Saffrey MJ 
1992; Schmidt, 1992). Dicha enzima fue caracterizada por Kuonen y cols. 
en 1988; tiene una masa molecular de 150.000-170.000 Daltons con una 
actividad máxima a 37ºC y un  amplio rango de pH, con valores óptimos entre 
7 y 9 (inhibiéndose sólo, con valores por debajo de 3 y por encima de 11).  
Por otro lado, se ha demostrado que existen tres isoformas distintas de 
esta enzima: NOS-endotelial, NOS-neuronal y NOS-inducible (ó 
macrofágica) (Hope, 1991), lo que indica que esta enzima está presente en 
muy diversas poblaciones celulares como el cerebelo, hipocampo, cuerpo 
estriado, córtex, hipotálamo, cerebro medio y médula espinal, apareciendo 
además en células endoteliales, astrocitos, células Kupfer, fibroblastos, células 
mesangiales, músculo liso, neutrófilos y macrófagos. 





Estas tres isoformas tienen diferentes características: 
- NOS-Neuronal: Existe una NOS-neuronal de acción rápida, Calcio-
calmodulín-dependiente,  pero no se descarta que hayan otras 
isoenzimas. 
- NOS-Endotelial: también Calcio-calmodulín-dependiente. 
- NOS-Inducible-Macrófagica: los macrófagos no contienen 
normalmente dicha enzima en su citoplasma sino que se sintetiza “de 
novo” ante la aparición de determinados agentes agresores. 
 
En la actualidad es posible detectar indirectamente la presencia de NOS-
neuronal mediante dos tipos de procesos: 
Anticuerpos específicos contra la NOS-neuronal purificada 
(Bredt y cols., 1992). Cabe decir también que existen comercializados 
anticuerpos específicos para las otras dos isoformas. 
Detección mediante técnica histoquímica de la actividad de la 
NADPH-diaforasa (Vincent SR y cols., 1992). 
La isoforma NOS-neuronal fue localizada inmunocitoquímicamente en 
diversas poblaciones neuronales del cerebro de la rata y en neuronas 
distribuidas en diversos órganos de rata, mono y humano. Se conoce su 
amplia distribución en el cerebro de la rata y su correlación con estructuras 
celulares que contengan GMPc. Mediante técnicas de inmunohistoquímica, se 
ha estudiado la evolución y la localización de este enzima a nivel de cerebro de 





ratas; pudiéndose comprobar que la primera actividad de la enzima NOS en el 
cerebro de la rata comienza en el día 15 de vida embrionaria desarrollándose 
ésta durante el periodo prenatal y perinatal (Terada y cols., 1996). Además, 
en cerebros de ratas adultas se ha podido comprobar que las neuronas Óxido 
Nítrico Sintasa Inmunoreactivas contienen varios neurotransmisores 
(Somatostatina, neuropéptido Y, etc.) de manera que probablemente 
contribuirían en la regulación de sistemas de neurotransmisores 
(Bredt y cols., 1990). 
En cuanto a su distribución, existe una distribución distinta de la enzima 
a nivel regional, de manera que, los niveles más altos de dicha enzima se 
encuentran a nivel de cerebelo, siendo en el hipotálamo, cuerpo estriado e 
hipocampo donde se encuentra en niveles inferiores. Por último, los niveles 
más bajos se dan en el troncoencéfalo (Förstermann y cols., 1999). 
La actividad de la NOS neuronal depende mucho de la concentración de 
ion calcio. La enzima se encuentra inactiva a bajas concentraciones de ion 
calcio libre y se activa al máximo cuando estos niveles están alrededor de 
1microM (Mayer y cols., 1990). Según estudios realizados por Rodrigo y 
cols. en 1998, el glutamato es un aminoácido que tras su eliminación en el 
terminal presináptico incrementa el flujo del ion calcio hacia el interior de la 
neurona, el cual activa a la NOS. El glutamato actuaría en este caso sobre el 
receptor específico para activar este sistema, un subtipo de N-metil-D- 
aspartato (NMDA), concretamente el NMDA R1. Por tanto, se ha 





demostrado que a nivel del SNC, las células que presentan actividad de 
síntesis de óxido nítrico también presentan dicho receptor. 
Por otra parte, se ha podido comprobar que la NADPH-diaforasa y la 
NOS se han localizado en las mismas poblaciones neuronales y que 
su actividad es paralela a la producción de óxido nítrico y GMPc. La 
identificación de la NOS como la enzima responsable de la reacción 
histoquímica de la NADPH-diaforasa, ha hecho posible hacer un detallado 
mapa de esta enzima a través del SNC. La enzima tiene una semejanza con el 
citocromo P-450 y contiene secuencias para la unión del flavin-
mononucleótido (FMN), del flavin-dinucleótido (FAD) y la NADPH (Bredt y 
cols., 1991). 






1.1.2. ¿Qué función tiene el Óxido Nítrico? 
 
En cuanto a su funcionalidad, el óxido nítrico puede estar implicado en 
una amplia gama de procesos biológicos. El óxido nítrico participa tanto en 
procesos de neuromodulación como en la regulación vascular. La salida 
de óxido nítrico comienza con una mayor concentración de calcio intracelular 
siendo las proteínas calcio-dependientes las que juegan un importante papel 
en la regulación del mismo y en la protección de la muerte celular por 
toxicidad ( Park y cols., 1999 y 2000). 
 Por un lado, el óxido nítrico actúa en ocasiones como un 
neurotransmisor que presenta unas características especiales: 
1. Penetra de forma lipofílica en la célula diana 
2. No es almacenado en vesículas 
3. No tiene enzimas específicas para su metabolismo siendo degradado 
 espontáneamente por oxidación 
4. Tiene una vida media de segundos 
 
El receptor natural para el óxido nítrico es la Guanilil-ciclasa (GCs), 
pero también puede tener otros mecanismos de acción como mediador en 
otras vías de transmisión de señales  o puede tener un efecto directo mediante 
nitrosilación sobre algunas proteínas, modificándose la función natural de 
las mismas.  





Por otro lado, la vía de señalización óxido nítrico-GCs-GMPc media 
numerosos procesos fisiológicos (Rodrigo y cols., 1994 y 1997): 
- Relajación músculo liso no vascular (regulación de tono 
bronquial, peristaltismo a nivel del sistema gastrointestinal, 
contracción de útero y corazón, regulación de esfínteres) 
- Relajación del músculo liso vascular (regulación de presión 
sanguínea) 
- Neurotransmisión periférica y central 
- Activación plaquetaria 
- Fototransducción 
 
Cabe destacar que la importancia del óxido nítrico no es sólo mediar en 
situaciones fisiológicas sino que también tiene un papel relevante en 
situaciones de tipo patológico. La GCs es una atractiva diana terapéutica en 
situaciones patológicas como el angor, el infarto de miocardio, hipoxia, 
glaucoma, trombosis o shock séptico donde la activación de esta vía está 
fuertemente implicada (Moncada y cols., 1991).  
 
A nivel cerebral, entre las funciones que presenta el óxido nítrico en el 
Sistema Nervioso Central se pueden citar las siguientes (Rodrigo y cols., 
2000): 





 Autorregulación del flujo vascular tanto central como 
periférico (se produce un incremento del flujo sanguíneo 
cerebral durante la hipercapnia) 
 Activación de fibras parasimpáticas que inervan los vasos 
cerebrales 
 Participación en los mecanismos de defensa cerebral ante las 
infecciones mediante microglía 
 
 Participación en procesos de plasticidad neuronal, 
aprendizaje y memoria 
 Participación en fenómenos de envejecimiento neuronal 
 
 Para Schuman y Madison (1991), el óxido nítrico en las neuronas de 
axón corto, ha sido considerado como un mensajero retrógrado, producido en 
respuesta a la activación de la  excitación de los receptores. También han 
sugerido varios autores como Ingram y cols. (1994); Vernet y cols. 
(1998); Yamada y cols. (1998) y Calabrese y cols. (2000), que el 
desequilibrio en su producción podría ser un factor estructural en daños 
neuronales produciéndose un deterioro funcional durante el 
envejecimiento del cerebro.  
 





En el caso de la participación en la plasticidad neuronal se atribuye  la 
particularidad que tiene esta molécula de realizar una transmisión sináptica 
de carácter retrógrado. Este gas puede viajar desde la membrana 
postsináptica a la presináptica participando en el “fenómeno de 
potenciación de la actividad neuronal a largo plazo”. Por ello, se 
encuentra relacionado en procesos tan importantes como la plasticidad 
neuronal asociada a la memoria y el aprendizaje (Nathan C. y cols., 1994; 
Rodrigo J. y cols.,  1994 y 1997). 
 
 A nivel de retina, el óxido nítrico no solamente se ha visto implicado en 
procesos de neurotransmisión sino que asume un decisivo papel como 
mediador en la regulación del flujo vascular retiniano (Roufail E. y 
cols., 1995). En otros estudios, se ha sugerido que la actividad local de la 
óxido nítrico sintasa de las células amacrinas podría también influenciar en el 
adecuado desarrollo vascular de la Capa Nuclear Interna (Patel J.I. y cols., 
1997). Así pues, los autores citados no sólo han implicado al óxido nítrico en el 
funcionamiento vascular y neuronal retiniano sino que incluso tendría además 
un papel destacado en el adecuado desarrollo retiniano. 
Asimismo, en la corteza visual se han realizado numerosos estudios sobre 
el óxido nítrico. Kara P. y Friedlander M.J. en 1999 estudiaron “in vivo” 
los potenciales evocados de corteza cerebral visual en gatos. Para ello, 
utilizaron análogos de la arginina y regulando al alza o a la baja la producción 
de óxido nítrico. Analizaron las respuestas y observaron que cuando el óxido 





nítrico se regulaba al alza, aumentaban el número de potenciales de acción 
evocados por los estímulos visuales, se detectaba una señal mejorada y se 
producía una disminución del coeficiente de variación de las respuestas 
evocadas visualmente (mientras que los protocolos de reducción de óxido 
nítrico tenían los efectos opuestos). De manera que los autores, concluyeron 
en que el óxido nítrico contribuye a la capacidad del SNC para distinguir las 
señales sensoriales de los ruidos de fondo y además se extrae 
información sensorial con más fiabilidad.  
En el mismo año, Cudeiro J. y Rivadulla C. analizaron el papel del 
óxido nítrico en el sistema visual en  gatos. Explicaron en su estudio que el 
óxido nítrico era un mensajero muy especial, pues bajo ciertas 
condiciones puede cambiar el rol para convertirse en “amigo” o 
“enemigo” neuronal. Por otro lado, el óxido nítrico difunde a través de 
todas las barreras fisiológicas y puede actuar en células vecinas a través de un 
extenso volumen. Por tanto, el óxido nítrico interviene desde el nivel retiniano 
hasta el nivel visual cerebral ya que por un lado actúa en el nivel más bajo de 
la visión, en la transducción de la retina, y por otro lado, realiza un 
control en la excitabilidad neuronal en la corteza visual. 
Más recientemente, en 2008, Garthwaite J., realizó una revisión en la 
que se exponía la importancia del óxido nítrico como transmisor químico en el 
SNC de los mamíferos. El autor habla en su trabajo de las numerosas 
funciones de óxido nítrico y de la importancia de su actuación tanto en área 
postsináptica como presináptica actuando sobre el sistema GMPc (de manera 





que se amplifica la señal neuronal marcadamente y se potencia la 
comunicación sináptica). Además, el autor hace hincapié en que el óxido 
nítrico facilita la comunicación entre células endoteliales y 
neuronales.   






1.1.3. Óxido Nítrico  y Envejecimiento: 
 
El óxido nítrico desempeña también un importante papel en el proceso 
de envejecimiento. Con el paso del tiempo, las células sufren un deterioro 
morfofuncional debido a un proceso involutivo que está determinado tanto 
por factores genéticos como ambientales. La presencia de radicales libres en 
las células producen daños oxidativos en el material genético, en los lípidos de 
las membranas y en proteínas enzimáticas. Las células dañadas 
irreversiblemente acaban progresando hacia la muerte, bien por mecanismo 
de apoptosis (fisiológico) o bien mediante necrosis (en patologías). Esta 
muerte celular acabará deteriorando el tejido y el órgano al que pertenezcan. 
En el caso de la apoptosis, se trata de un proceso fisiológico que puede ser de 
vital importancia en los fenómenos de desarrollo evolutivo de órganos y 
tejidos. Por otro lado, el óxido nítrico actúa como radical libre en los procesos 
de envejecimiento celular cuando se encuentra en cantidades excesivas en el 
citoplasma de dichas células (Rodrigo et al., 1998). Además de dicha 
molécula, intervienen otros radicales libres a este estrés oxidativo como son el 
superóxido, el peróxido de hidrógeno, el hidroxilo  y también el peroxinitrito.  
 






1.1.4. El Óxido Nítrico y los Procesos Patológicos 
 
El óxido nítrico aumenta en diversas situaciones patológicas. Los 
niveles altos de óxido nítrico están asociados a una citotoxicidad celular (no 
específica) mediada por la activación de procesos inmunes y  relacionada con 
ciertas afecciones crónicas. 
 Así pues, se ha relacionado el óxido nítrico con los procesos 
fisiopatológicos de la migraña, epilepsia, enfermedades neurodegenerativas y 
agresiones sufridas por el cerebro en las que se produce excitotoxicidad 
(Rodrigo y cols., 2000).  
En la enfermedad de Huntington, el óxido nítrico liberado de la NOS 
neuronal puede mediar en la muerte celular relacionada con la alta 
producción de glutamato. Las interneuronas del cuerpo estriado, que 
contienen neuropéptido Y, somatostatina y NOS neuronal, sobreviven durante 
el desarrollo de la enfermedad aunque se encuentran seriamente dañadas 
(Norris P.J., 1996).  
En la enfermedad de Parkinson, se produce un estrés oxidativo que 
termina con la muerte neuronal de la sustancia negra, se produce un 
aumento de los niveles de hierro y una disminución del “glutation” 
(antioxidante) lo cual daña la función mitocondrial. El óxido nítrico parece 
estar implicado en la producción de radicales hidroxilos. En estudios 





experimentales se indujo artificialmente el Parkinson en ratones con 1-metil-
4-fenilpiridinio. Se observó que tanto los ratones “knockout” que carecían de 
NOS neuronal como en los tratados con un inhibidor de la NOS neuronal, 
tenían una resistencia a este Parkinson inducido (Jenner P., 1998). 
Hay estudios que relacionan alteraciones de la regulación del óxido 
nítrico con la enfermedad de Alzheimer. En neuronas “enfermas” con 
anormalidades en el citoesqueleto y sometidas a estrés oxidativo, la 
dimetilarginasa, enzima que destruye los inhibidores endógenos de la NOS 
neuronal está elevada. Por tanto, no se inhibe la NOS neuronal y se produce 
un exceso de óxido nítrico. Estas alteraciones no fueron encontradas en 
neuronas normales envejecidas (Smith MA, 1998; Yew DT, 1999).  
En la Esclerosis Múltiple, Sherman y cols., postularon que la respuesta 
inmune para la destrucción de melanina y oligodendrocitos estaba mediada 
por el sistema del óxido nítrico. Los macrófagos/microglía producen un 
exceso de óxido nítrico que media un exceso de producción de citoquinas 
(Sherman M.P. y cols., 1992). 
En resumen, son múltiples los estudios que coinciden en que el óxido 
nítrico puede intervenir en la citotoxidad celular cuando se encuentra en 
cantidades excesivas por diversos mecanismos. El óxido nítrico se 
encuentra implicado en la nitrosilación de ácidos nucleicos, roturas de ADN, 
formación de radicales libres e inactivación de enzimas ferrosulfurados que 
alteraría los procesos energéticos celulares. El  óxido nítrico además, 





interacciona con el anión superóxido y se produce la formación de 
peroxinitrito. Finalmente, el peroxinitrito puede nitrar los residuos de tirosina 
de las proteínas  alterando la funcionalidad celular. 






1.1.5.  Sistema Nervioso Central y Óxido Nítrico 
 
El óxido nítrico  es un compuesto químico que actúa como 
neurotransmisor sobre todo a nivel del Sistema Nervioso Central (SNC), su 
mecanismo de acción parece ser que es el de participar como un mensajero 
retrógrado intracelular como hemos comentado en apartados anteriores 
(Vincent, 1992). Se ha demostrado en varias investigaciones que el óxido 
nítrico  es capaz de liberar acetilcolina de las neuronas colinérgicas del 
prosencéfalo basal (Prast y Philippu, 2001) lo que indicaría su 
participación en las funciones cognitivas cerebrales. Por otra parte, se 
encuentra implicado en procesos neurodegenerativos como se ha 
explicado anteriormente. 
El óxido nítrico muestra por tanto una gran variedad de funciones que 
han sido estudiadas a lo largo de los años desde su descubrimiento, aquí se 
exponen algunas de estos estudios: 
1. Participación en mecanismos de plasticidad sináptica (Gally, 
1990) 
2. Refinamiento de conexiones neuronales (Edelman y Gally, 
1992) 
3. Participación en mecanismos de muerte neuronal (Dawson, 1996) 
 
 






1.1.5.1. Sistema Nervioso Central y el Sistema Guanilil-ciclasa (GMPc): 
 
Está comprobado que el óxido nítrico participa en varias funciones 
fisiológicas a través de la activación de un segundo mensajero denominado 
GMPc (Schmidt  y cols., 1994). Este óxido nítrico parece ser el único, entre 
los muchos neurotransmisores que existen, que no actúa sobre el receptor de 
superficie celular, sino  que lo hace a través de un enzima intracelular que es 
una isoforma soluble de la Guanilil-ciclasa siendo dicha forma la que hace 
aumentar los niveles de GMPc en la célula. Mediante técnicas de 
inmunohistoquímica se ha podido observar la localización del enzima guanilil-
ciclasa y del GMPc en el Sistema Nervioso Central; detectándose en algunos 
estudios en sustancia negra y en estriado, corteza cerebelar  y en hipocampo.  
Distintos estudios pueden indicar que el GMPc actuaría de tres formas 
diferentes:  
- como fosfodiesterasa  
 - como proteína-quinasa 
 - como canales de iones  
 
Las fosfodiesterasas son enzimas que catalizan la ruptura de un enlace 
fosfodiéster como por ejemplo el que se establece en los ácidos nucleicos entre 
una pentosa y un fosfato, son también llamadas nucleasas. Ello conlleva la 
regulación del GMPc. Una proteína-quinasa es una enzima que modifica a 





otras proteínas (sustratos) mediante fosforilación, y por tanto, activándolas o 
desactivándolas. Ocupan, por tanto, un lugar central en la cascada de 
respuesta ante una señal química que llegue a la célula. Mientras que la 
fosfodiesterasa y la proteína-quinasa se localizan en el cerebro además 
de otros tejidos, los canales de iones no se localizan en el cerebro pero sí en 
epitelio olfatorio, corazón y riñón (Wolf y cols., 1997). 






1.2. LA NADPH-diaforasa: 
  
1.2.1. ¿Qué es la Neurona NADPH-diaforasa? 
 
Las neuronas NADPH-diaforasa ó NADPH-d (Nicotinamida 
adenina dinucleótido fosfato-diaforasa) fueron descritas por primera 
vez en el estriado por Thomas y Pearse  en el año 1961, dichos autores 
observaron neuronas con alto contenido de la enzima Nicotinamida adenina 
dinucleótido fosfato reducida (NADPH) que  en presencia de NADPH-
diaforasa,  se producía la reducción del colorante sal de tretazolium, a un 
producto visible, los gránulos de “formazán”. 
 
          NADPH-diaforasa 
 
NADPH    Tetrazolium     Formazán 
 
Originalmente, el método se hacía con material no fijado, posteriormente 
se introdujeron modificaciones que permitieron trabajar con materiales 
fijados con aldehídos (Schmidt, 1994).  





Las neuronas NADPH-d han sido estudiadas en relación a diferentes 
funciones metabólicas específicas, parece ser que son neuronas resistentes 
a la isquemia, a determinados neurotóxicos y en enfermedades como el 
Huntington son neuronas que se mantienen indemnes (resisten a la muerte 
celular aunque se encuentran dañadas), como hemos explicado en el apartado 
anterior. Numerosos estudios han establecido una correlación entre la síntesis 
de óxido nítrico a partir de la L-arginina en células que presentan NADPH, 
con lo que identificando células positivas para la NADPH-d estaríamos 
identificando células productoras de óxido nítrico (Hope, 1991; Dawson, 
1991). 
 La óxido nítrico sintasa cataliza la formación de óxido nítrico a partir de 
la L-arginina, esta reacción es Ca2++  y NADPH dependiente de manera que la 
L-arginina pasa a L-citrulina más óxido nítrico y el NADPH pasa a 
NADP.  
Añadiendo a una muestra que tenga células positivas para NADPH el azul 
de tretazolium y la NAPH-d, los gránulos de tretazolium pasarán a formazán, 
precipitando en forma de “gránulos de color azul oscuro sobre un fondo 
rosado”. Es muy interesante destacar que esta  deshidrogenasa al tener la 
peculiaridad de poder ser marcada histoquímicamente podremos 
caracterizar subpoblaciones celulares que quedaran teñidas en azul oscuro 
por dicha reacción. Realizando la reacción histoquímica de la NADPH-d 
podremos localizar y estudiar qué células son las que intervienen 
en la síntesis del óxido nítrico. 








                          NOS      
L-arginina-------------------------- L-citrulina + Óxido Nítrico 
                 NADPH        NADP
+ 
 
Sin embargo, estas neuronas positivas para NADPH-d no están ligadas a 
un determinado neurotransmisor sino que en base a métodos 
inmunohistoquímicos combinados, se ha demostrado que a nivel de la 
sustancia reticular pontina se encuentra selectivamente ligada a neuronas de 
tipo colinérgico y por otro lado, a nivel de corteza y estriado estas neuronas 
se encuentran ligadas a la somatostatina y al neuropéptido Y (Vincent 
SR, 1983). 






1.2.2. Función de las células NADPH-diaforasa y 
correlación con el Óxido Nítrico 
 
Se han publicado numerosos trabajos que correlacionan la 
actividad NADPH-d con la síntesis de óxido nítrico (Saffrey y cols., 
1992; Hope y Vincent, 1994). La NADPH-d es una enzima encargada de 
producir el óxido nítrico a partir de la L-arginina actuando como cofactor de la 
óxido nítrico sintasa. Por tanto, su función última principal dependerá del 
producto final de dicha reacción química, del óxido nítrico.  
Así pues, en el Sistema Nervioso Central el óxido nítrico es sintetizado 
por células de axón corto tras la activación de receptores de aminoácidos 
excitatorios (Southam ,1991). Sin embargo, también las células de 
proyección larga a diferentes niveles del sistema nervioso central tienen 
actividad NADPH-d (Wallace M.N., 1989; Meyer G. y cols., 1991).  
Se ha hallado una correlación entre la actividad de NADPH-d y 
la Óxido Nítrico Sintasa neuronal (NOS-neuronal). Existen estudios 
que establecen una buena relación entre la distribución de las neuronas 
marcadas con anticuerpos específicos contra la NOS y la de las neuronas 
marcadas con NADPH-d (Bredt y cols., 1991, Dawson y cols., 1991).  
Además, Hope y cols. en 1991 y 1994 señalaron que todas las neuronas que 
contenían actividad NAPH-d, también fueron positivas para NOS-neuronal. 
Por tanto, es posible que la actividad de NADPH-d estuviera presente 





en neuronas que producen óxido nítrico “de manera activa”. Tanto 
las técnicas histoquímicas como las inmunocitoquímicas dieron resultados 
semejantes. 
Más recientemente, otros autores, Serrano J. y cols. en 2006, 
determinaron que en la corteza cerebral de ratas viejas o  ratas sometidas a 
hipoxia/isquemia-reperfusión, existían neuronas que sólo mostraban la 
inmunorreación para NOS-neuronal  y no la actividad de la NADPH-d. Este 
hallazgo hacía suponer que  algunas de éstas neuronas  podrían ser 
consideradas como neuronas silentes en cuanto a la producción de óxido 
nítrico (contienen la enzima, marcada con el anticuerpo pero no se produce 
la reacción química, son NADPH-d negativas). 






1.2.3. Distribución de las células NADPH-diaforasa: 
 
Las células NADPH-d se encuentran distribuidas a lo largo del SNC, 
según Hope y Vincent (1994). Se encuentra por tanto, en regiones 
neuronales que han sido objeto a estudio desde hace años. Estudios 
sistemáticos de todo el SNC se han hecho en la rata por autores como 
Vincent y Kimura en 1992. Otros estudios se centran en centros concretos 
o en determinados niveles encefálicos. Son muchos los trabajos que han 
utilizado la actividad de la NADPH-diaforasa para caracterizar de forma 
selectiva poblaciones neuronales en varias áreas cerebrales como son el 
cuerpo estriado (Sandell JH, 1986), la corteza cerebral, tanto la sustancia 
gris como la blanca (Sandell JH, 1986; Meyer G, 1991; Meyer G, 1993), 
hipocampo (Mufson EJ, 1990), hipotálamo (Sangruchi T, 1991), el colículo 
superior (González-Hernández, 1992), la retina (Mitrofanis J, 1989; 
Sagar SM, 1990), el prosencéfalo basal (Ellison DW, 1987) y la sustancia 
reticular del troncoencéfalo (Vincent SR, 1983), a nivel de éste último es 
llamativa la gran actividad NADPH-d que se produce en el núcleo 
pedunculopontino (Skinner RD, 1989). Estos fueron los primeros estudios 
en que ya se localizaron las neuronas NADPH-d a nivel de SNC, 
posteriormente, en otros apartados hablaremos de estudios más recientes de 
la NADPH-d en SNC. 






1.3. RECUERDO ANATÓMICO EN HUMANOS 
 
 1.3.1. Corteza Visual Primaria  (Área cerebral 17) 
 
La corteza visual primaria, o estriada, es una estructura mucho más 
compleja y elaborada que el cuerpo geniculado lateral o la retina. En la corteza 
encontraremos una mayor variedad de tipos celulares fisiológicamente 
definidos y las células responden a estímulos más elaborados que tienen que 
ser adecuadamente especificados. 
 La corteza cerebral tiene la forma general de un plato cuyo espesor 
aproximado es de 2 milímetros y cuya área de superficie es algo más de un 
decímetro. De toda la corteza cerebral, la visual fue la primera que se 
distinguió del resto por su apariencia laminada o en franjas en una sección 
transversal, de ahí su nombre clásico de corteza estriada. Aunque esta 
corteza ocupa la mayor parte de la superficie del lóbulo occipital, solo 
podemos ver aproximadamente de un tercio de la mitad de ella, ya que el resto 
se encuentra en una cisura calcarina, oculta a nuestra vista. El límite rostral 
del lóbulo occipital es la cisura parietooccipital que se observa en la cara 
medial del hemisferio.  La superficie lateral del lóbulo occipital está 
compuesta por las “circunvoluciones occipitales” laterales e irregulares que 
están separadas en grupos por una “cisura occipital lateral”. En la cara medial 
del hemisferio, el lóbulo occipital está dividido por la “cisura calcarina” en la 





cuña y la “circunvolución lingual”. La cisura calcarina se une rostralmente en 
“Y” a la cisura parieto-occipital. 
 La corteza de ambos bordes de la cisura calcarina representa la 
corteza visual primaria (estriada). En el sistema de numeración 
neuroanatómico, a la corteza estriada del área visual se le asignó el número 17 
de la nomenclatura de BRODMANN, en la actualidad se la denomina “área 
visual 1” ó V1. El área 17 envía gran parte de su información de salida a la 
siguiente región cortical, el “área visual 2” ó V2 también denominada área 
18. El área 18 forma una banda de corteza de aproximadamente 6-8 mm que 
rodea al área 17, en cuanto a su estructura es mucho menos compleja que el 
área 18. El área 18, a su vez, proyecta al menos a tres regiones occipitales 
denominadas MT  (medial temporal), área “visual 3” y “área visual 4” 
(V3 y V4) o área 19. El sistema se complica aún más si se tiene en cuenta que 
estas áreas proyectan a otras hacia delante pero además pueden volver a 
proyectar hacia las áreas de las que reciben información. En la figura inferior, 
figura I.1, podemos apreciar las áreas coloreadas que pertenecen a la corteza 
primaria con sus aferencias y eferencias. En la figura I.2. se aprecia cómo llega 
la información visual desde la retina. 
 La corteza visual de cada hemisferio recibe los impulsos de la mitad 
temporal de la retina ipsilateral y la mitad nasal de retina 
contralateral (está relacionada con la percepción de la mitad contralateral 
del campo visual). 






Fig. I.1. Corteza visual primaria con áreas eferentes nervio óptico y ganglio geniculado 
lateral (LNG) y áreas corticales eferentes 




Fig. I.2. Áreas aferentes a la corteza visual primaria.  
Extraído de: “Eye, Brain and Vision” (David H. Hubel.; 2005). 







Figura I.3. Sección transversal del lóbulo occipital teñido con cresil violeta. 
Extraído de: “Eye, Brain and Vision”. (David H. Hubel; 2005) 
Región superficial:  
a (proyección foveal de la corteza), b (6 grados hacia fuera de la fóvea), d 
(límite con el área 18). 
Región interna (cisura calcarina):  
c (80 ó 90 grados desde la fóvea) y d (límite interno con el área 18). 
    
En la imagen previa (Fig. I.3.) se muestra una sección transversal del lado 
derecho del área 17 ó V1. Esta sección se encuentra teñida con cresil violeta, 
un colorante que tiñe los cuerpos celulares pero no las dendritas ni los axones. 
No se distinguen células individuales pero se puede observar una capa de 
corteza expuesta más densamente teñida (constituye la sustancia gris) en la 
que se encuentran los cuerpos celulares, y otra zona menos teñida en el 
interior en la que se encuentran los axones (se trata de la sustancia blanca). 
Podemos observar que hay una parte más teñida y plegada,  se trata de una 
estructura compleja en forma de champiñón, que en realidad es continua a la 
parte expuesta.  En el dibujo previo  (Fig. I.2.) se divide el área en zonas: 





Región superficial: a (proyección foveal de la corteza), b (6 grados hacia 
fuera de la fóvea), d (límite con el área 18). 
Región interna (cisura calcarina): c (80 ó 90 grados desde la fóvea) y d 
(límite interno con el área 18). 
 
Por lo tanto, debemos destacar que la riqueza anatómica del área 17 
supera cualquier parte de la corteza. Pero además, posee una mayor 
complejidad estructural pues tiene a su vez una delaminación interna (ver Fig. 
I.4.).   
A continuación detallamos las capas en las que se encuentra delaminada 
la corteza visual: 
- Capa 1: es bastante delgada y claramente identificable, contiene 
poca cantidad de células entremezcladas con fibras. 
- Capas 2 y 3: estas capas son muy poco diferenciables y se extienden 
hasta cerca del 45% de la profundidad total de la corteza. 
- Capa 4: se caracteriza por ser la capa de células pequeñas, alcanza 
hasta el 55% de la profundidad de la corteza. 
- Capa 5: esta capa contiene cuerpos celulares de tamaño medio y 
grande. 
- Capa 6: contiene cuerpos celulares pequeños 
 








Fig. I.4. Sección transversal de la corteza estriada en humano que muestra las 
células dispuestas en capas con tinción de Nissl. 
Extraído de: “Eye, Brain and Vision”. (David H. Hubel; 2005) 
 
 
La capa 4 está subdividida a su vez en subcapas  atendiendo a la 
morfología de sus células y a las conexiones de sus células con los axones 
procedentes del ganglio geniculado lateral. Así la capa 4 se subdivide en 4 A, 
B, y C (según sus conexiones) y la capa 4 C a su vez se divide en α y β. Las 
fibras que llegan a la corteza desde el ganglio geniculado, entran desde la 
sustancia blanca, progresando diagonalmente y se extienden hasta la capa 4C, 
ramificándose multitud de veces para hacer sinapsis en las células estrelladas 
que pueblan esta capa. Los axones que se originan en las dos capas ventrales 
(magnocelulares) del geniculado terminan en la mitad superior de 4C, 





denominada 4Cα; de las cuatro capas dorsales (parvocelulares) terminan en la 
mitad inferior de la 4C denominada 4Cβ. Estas subdivisiones de la capa 4C 
tienen diferentes proyecciones hacia las capas superiores: la 4Cα envía su 
información a la 4B; la 4Cβ a la parte más profunda de la capa 3. La mayoría 
de las células piramidales de las capas 2, 3, 4B, 5 y 6, envían axones fuera de la 
corteza, pero las ramas laterales de estos mismos axones descendientes 
realizan conexiones locales y ayudan a distribuir la información a través de la 
totalidad del espesor cortical. 
 En resumen,  esta área tiene 6 capas, la capa 4 corresponde a las células 
que hacen sinapsis con las células del cuerpo geniculado lateral. En la capa 5 
se localizan las células binoculares de Hubel y Wiesel encargadas de fusionar 
las dos sensaciones monoculares que han impresionado puntos retinianos 
correspondientes y han llegado previamente a la capa 4, para obtener la visión 
estereoscópica. La capa 5 proyecta para ello al colículo superior.  Por último, 
la capa 6 proyecta  de vuelta al geniculado lateral. Esta área cerebral, también 
posee una capa de fibras mielinizadas acelular, la estría de Gennari que le da 
nombre (corteza estriada). En la Figura I.5. se puede observar un esquema de 
















Fig. I.5. Esquema de las principales conexiones efectuadas por los axones desde el 
cuerpo geniculado lateral a la corteza estriada y desde la corteza estriada a otras 
conexiones cerebrales. A la derecha, el sombreado azul muestra la relativa densidad 
de la tinción de Nissl para su comparación con la Fig. I.3. 
Extraído de: “Eye, Brain and Vision” (David H. Hubel; 2005) 
 
 
En cuanto a las conexiones las más importantes son las que corren 
hacia arriba y hacia abajo respecto a la superficie de la corteza cerebral visual 
pero también existes de otro tipo como las diagonales y las de lado a lado,  
éstas se extienden 1 o 2 milímetros. Si las aferencias se encuentran 
organizadas topográficamente, lo mismo debe ser cierto para las eferencias; 
por lo tanto, el análisis tiene que ser local. La información de una pequeña 
parte del mundo visual llega a una pequeña porción de la corteza, se 
transforma, analiza y se envía para su posterior procesamiento a otras 
áreas, sin referencia a lo que está ocurriendo al lado. 





Por otro lado, morfológicamente, los dos tipos de células principales 
corticales son las células piramidales y las células estrelladas; ambas pueden 
ser pequeñas o grandes. Las estrelladas están presentes en todas las capas y 
las piramidales en todas menos en la 1 y la 4. Esta clasificación está hecha 
siguiendo su morfología, pero funcionalmente, Hubel describió dos tipos 
celulares, con independencia de su morfología. Éstas son: células simples y 
células complejas. (“Eye, Brain and Vision”. David H. Hubel; 2005).  






1.4. RATA WÍSTAR COMO ANIMAL DE 
EXPERIMENTACIÓN 
 
En primer lugar expondremos algunos comentarios sobre la rata Wístar, 
utilizada como modelo experimental en nuestro trabajo de investigación. 
Hemos pensado en reflejar la historia de este animal y por qué ha sido 
utilizada. 
La rata Wístar (Fig. I.6.) pertenece al orden de “rodentia” y a la familia 
“muridae”, es la denominada “rata de laboratorio”, o “rattus norvegicus”, que 
en realidad ha sido utilizada como modelo experimental en investigaciones 
científicas solamente desde hace unos cien años, lo que se considera 
relativamente poco tiempo si la comparamos con otras especies animales tales 
como los conejos, pollos o gatos (Baker HJ, 2007). 
En cuanto a sus características como animal,  cabe destacar que se trata 
de un animal que no tiene una gran capacidad de visión teniendo incluso 
incapacidad para distinguir los colores, son por tanto el oído y el olfato sus 
sentidos más desarrollados. Se trata de un animal que es muy activo durante 
la noche. Puede vivir más de tres años aunque la media de vida es de dos años. 
Los machos llegan a pesar más de 500 g. y las hembras aproximadamente 300 
g.  Sus órganos poseen características particulares, por ejemplo, no tiene 
vesícula biliar y posee un pliegue en el esófago que le impide vomitar. El 
pulmón izquierdo tiene un solo lóbulo mientras que el derecho posee cuatro 





lóbulos.  Presenta unas pequeñas glándulas lagrimales en la parte posterior 
del globo ocular, cuya secreción es rica en lípidos y porfirinas con lo que en 
periodos de estrés el animal presenta una coloración en párpados rojiza, lo 
cual ocurre también en la nariz. El principal regulador de la temperatura es la 
cola (Mills J., 1998).    
El desarrollo de técnicas especiales para lograr ambientes asépticos 
durante la crianza y mantenimiento de las colonias animales, los equipos y 
materiales utilizados en la actualidad así como las prácticas en el buen manejo 
de los animales han logrado la producción en serie de ratas sanas, cuyo 
bienestar tiene como consecuencia la reducción del estrés del animal y 
también conlleva una reproducción constante a lo largo de todo el año. Todo 
ello redunda en el abastecimiento de los laboratorios y una reducción en el 
número de individuos utilizados o sacrificados en investigación, además de 





Fig. I.6. Rata Wístar.  
Obtenido de: cerebrodarwin.blogspot.com/ 
 
 





A finales del siglo XIX, se creó el “Instituto Wístar” en memoria del 
médico Caspar Wístar (1761-1818). Este Instituto Wístar ocupa un lugar 
especial en la historia de las ciencias biomédicas, y es considerado la cuna de 
la rata de laboratorio. Wístar nació en Filadelfia y fue Catedrático de 
Anatomía de la Facultad de Medicina de la Universidad de Pensilvania. 
Escribió el primer libro de texto americano sobre Anatomía, expuso la utilidad 
de las vacunaciones y trabajó para combatir la epidemia de la fiebre amarilla 
de 1793. Fue gran amante de las ciencias, desarrollando trabajos no sólo de 
medicina sino también de botánica, paleontología y geografía. 
Años más tarde, Henry Donaldson (1857-1938), fundó la primera colonia 
de ratas que más tarde se llamarían Wístar. De hecho, la creación de las ratas 
Wístar como “animales estándar de investigación” puede ser atribuida al 
trabajo de Helen Dean King, con la ayuda de Louise Duhring y bajo la 
supervisión de Henry Donaldson. La comunidad científica  mundial debe el 
uso de las ratas Wístar a los laboratorios Milton Greenman que fue el primero 
en pensar en que esta especie era adecuada para servir a la ciencia. Se 
documentó, extrajo ideas de la uniformidad del producto,  estándares de 
calidad y eficiencia en la producción, aplicándolos a la práctica científica, para 
generar un modelo animal para los laboratorios (Clause B, 1993). 
En nuestro trabajo experimental, se utilizan ratas Wístar estableciendo 
un “patrón de normalidad” que nos permita conocer las bases del 
envejecimiento y cambios de plasticidad neuronal a nivel de corteza visual 
investigando los cambios en la organización citoarquitectural y en la 





plasticidad neuronal durante el envejecimiento. Estas neuronas relacionadas 
con la síntesis del óxido nítrico se han podido localizar mediante técnicas de 
inmunohistoquímica, son las denominadas NADPH-diaforasa. Es importante 
destacar por último, que la actividad NADPH-d se presenta en poblaciones 
celulares  morfológicamente bien definidas y son constantes en la escala 
filogenética, de ahí su valor en la anatomía comparada. 






1.4.1. Anatomía comparada 
 
La anatomía comparada es una de las aplicaciones de la histoquímica de 
la NADPH-d con más posibilidades. Se han realizado múltiples trabajos con 
dicho método en rata, gato y hombre siendo relativamente  pocos los 
realizados en no mamíferos. Así pues, Meyer y González-Hernández 
(1993) realizaron tinciones en diferentes especies, reptiles, aves y anfibios, 
pudiendo comprobar que la NADPH-d se encuentra en poblaciones 
neuronales muy constantes a lo largo de la escala filogenética. 
Esto puede ayudar a establecer homología y diferencias entre diferentes 
centros y entre poblaciones neuronales. En su estudio constataron que 
determinadas poblaciones neuronales como células intersticiales de la 
sustancia blanca cortical, también se caracterizan por el contenido de la 
enzima, tanto en el hombre como en la rata.  






1.5. ACTUALIZACIÓN DEL TEMA 
 
1.5.1. Actualización a nivel experimental con animales 
 
1.5.1.1.  NADPH-d en la Retina  
 
En la retina de la rata, la técnica histoquímica NADPH-d reveló 
principalmente una clase de células denominadas Tipo I y que se localizaban 
en la capa nuclear interna de la retina (Mitrofanis, 1989; Roufail E., 1997; 
Cheon, 2002). Existen otras células denominadas de Tipo II, no consideradas 
amacrinas y descritas por  Kim I.B. y cols. (2000) y Kim K.Y.  y cols. 
(2000). Estas células tipo II no habían sido descritas previamente por otros 
autores (Mitrofanis, 1989). 
En los mamíferos, algunos autores también han descrito tipos celulares 
inmunorreactivos para la enzima Óxido Nítrico Sintetasa  ( J.I. Patel, 1997; 
E. Roufail, 1997;  S.J. Oh, 1998; M.H. Chun, 1999; I.B. Kim, 1999; 
E.Cheon, 2002). Algunas de las células relacionadas con dicha enzima se han 
hallado concretamente en células amacrinas, en la capa plexiforme interna y 
externa, en la capa de células ganglionares, en fotorreceptores, en células 
bipolares y en grandes vasos de la coroides (Patel JI, 1997). Se ha encontrado 
una asociación entre células inmunorreactivas para la Óxido Nítrico Sintasa y 
la tinción NAPH-diaforasa positiva. En un estudio realizado en retina de 





conejos se teñían tanto cuerpos y procesos  de células amacrinas como 
también células en vasos sanguíneos retinianos según Rockhill R.L. y cols. 
en el año 2000. Dicha autora también refleja en su estudio que el Óxido 
Nítrico de origen neuronal juega un importante papel en la actividad de 
interrelación neural a nivel de retina, en la regulación del flujo sanguíneo y 
en el metabolismo retiniano.  Esto sugiere que dicho papel puede 
desempeñarse también a nivel cerebral (haciendo referencia al trabajo 
realizado por U. Dirnagl  en 1994 en el que se relacionada el óxido nítrico y 
la adenosina con la regulación del flujo sanguíneo a nivel cerebral).  
En cuanto al momento embrionario de aparición de estas células en la 
retina, se ha documentado que las células NADPH-d-positivas amacrinas se 
han encontrado en retina periférica más tempranamente en el periodo 
postnatal en ratas en el día P 3 (es decir, el tercer día postnatal) según 
Mitrofanis en 1989. Por otro lado, las células inmunorreactivas para la 
Óxido Nítrico Sintasa (utilizando la técnica de detección con los anticuerpos 
específicos) son detectadas  más tarde en el día postnatal P 5 en retina central 
(I.B. Kim, 2000; K.Y. Kim, 2000). Según los autores de dichos estudios, las 
células positivas para NADPH-d están totalmente diferenciadas en la 
segunda semana de vida de la rata, cuando los ojos están abiertos. 
Este hecho nos sugiere el importante papel que pueden  representar en la 
visión estas células.  
Se considera pues, que el óxido nítrico puede jugar un papel importante 
como mediador en la maduración de la retina. Se ha sugerido una implicación 





del óxido nítrico a nivel de retina en la regulación de la proliferación y 
muerte neuronal. En el trabajo realizado por Kim K.Y. y cols (2002) 
sobre la administración de la L-arginina, sustrato de la NOS, se demostró que 
se produjo un aumento en la proliferación y muerte celular en el periodo 
postnatal de retina de rata. Este efecto fue mayor a partir del día quinto 
postnatal, periodo en el que aparecían las células NADPH-d, con lo 
que coincide con los autores anteriores en el probable importante papel del 
óxido nítrico en la maduración de la retina de la rata. 
 Por primera vez, Roufail y Rees en 1997, realizaron un estudio en 
retina de ratas y humanos en el que analizaban los cambios en células 
amacrinas que contenían la NOS y no se encontraron cambios 
significativos en su distribución y número “en relación al 
envejecimiento” en la retina de la rata ni en humanos.  
Más recientemente, L. Palanza  y cols. (2005) localizaron también las 
células NADPH-diaforasa a nivel de la capa nuclear interna como células 
amacrinas. Realizaron un estudio de su desarrollo y evolución desde periodo 
postnatal hasta la madurez  en la retina de la rata, teniendo en cuenta“ los 
cambios que se producen en relación a la edad” de la rata. En este 
trabajo, realizaron un análisis  cuantitativo y de la distribución de las células 
NADPH-d positivas. El objetivo era estudiar la regularidad o no de 
distribución y número de estas células analizando si dicha distribución se 
mantenía desde los primeros estadios de vida o bien se producía mediante la 
eliminación/adición de nuevos elementos celulares. Según estos autores, el 





óxido nítrico difunde libremente a lo largo de las membranas celulares y actúa 
sobre células vecinas mediante la activación del sistema de la GMPc (como se 
ha detallado en apartados anteriores). Esta activación se produce tanto en las 
células amacrinas como en las células bipolares, favoreciendo así los 
contactos sinápticos en la capa plexiforme interna de la retina de la rata. 
Por otra parte, en sus resultados la densidad de las neuronas amacrinas que 
sintetizan el óxido nítrico, tienen un crecimiento en número con un pico 
máximo de densidad celular en el día P 14. Es precisamente  en este 
momento en el que se “abren los ojos de las ratas” con lo que la 
síntesis de óxido nítrico alcanza su madurez completa en este 
momento de la vida de la rata. Posteriormente se “mantienen” en 
número, lo cual concuerda con el trabajo previo de Roufail y Rees. En cuanto a 
la distribución de las células NADPH-d también se tiende a la regularidad 
pero sin embargo hay una mayor homogeneidad en los campos estudiados en 
las zonas centrales que en las zonas periféricas de la retina en donde hay 
mayor dispersión. Los autores resaltaron por otro lado, que el estudio de la 
distribución de las células NADPH-d puede representar un sustrato celular 
para analizar patrones de conectividad neuronal y concluyen en que la 
alteración en su distribución podría ser la base de algunas de las 
patologías de la retina. Esta alteración contribuiría a un deterioro 
funcional y además a una alteración en la regulación del flujo sanguíneo local 
en la retina de la rata.  





Un último artículo publicado en Diciembre de 2012 por May C.A. 
estudió también los cambios que se producían en relación a la edad en células 
amacrinas NADPH-d en la retina de ratones desde un día de vida hasta los 
treinta meses de vida. Los resultados coincidieron tanto con L. Palanza ya que 
se objetivó un pico máximo de estas células en el día 14 postnatal y 
posteriormente no se produjeron cambios en relación con el 
envejecimiento (en esto último coincidían también con Roufail). 
 
1.5.1.2.  NADPH-d en el Nervio Óptico 
 
En el nervio óptico, en los trabajos más recientes, se intenta investigar 
mecanismos de neuroprotección que pudieran revolucionar los tratamientos 
en el glaucoma. Su estudio ha experimentado una evolución que analizaremos 
a continuación.  
El papel del óxido nítrico es complejo. El óxido nítrico es una molécula 
que en modelos animales ha sido implicada tanto en procesos de 
neuroprotección como en neurodestrucción pudiendo actuar como 
regulador del flujo vascular provocando vasodilatación en situaciones de 
isquemia o bien como radical libre neurotóxico (Dawson VL, 1996). 
 En 1999, Shareef  y cols.,  publicaron un trabajo en el que se 
estudiaban las tres isoformas de la NOS a nivel de nervio óptico de ratas  y en 
relación a presiones intraoculares moderadamente elevadas. Estos autores 





querían establecer un modelo experimental con rata Wístar. Se provocó el 
glaucoma en  uno de los ojos de cada rata mediante cauterio de venas 
epiesclerales utilizando el ojo contralateral a modo de control. De esta 
manera, se objetivó la aparición de la isoforma NOS-inducible en el ojo que 
tenía la presión intraocular elevada en los cuatro días posteriores y persistió 
durante tres meses. La NOS-inducible no estaba presente en los ojos normales 
contralaterales. Estos autores concluyeron en su estudio que las células 
positivas para la isoforma inducible, eran astrocitos reactivos al aumento de la 
presión intraocular y que participaban en la destrucción neuronal. Estos 
hallazgos indicaron que la isoforma inducible producía un óxido nítrico que 
podría participar en los fenómenos de neurotoxicidad. 
En el mismo año, 1999, Neufeld y cols. realizaron un estudio 
experimental con ratas, en el que se producía una inhibición de manera 
selectiva de la NOS-inducible con aminoguanidina (utilizada en modelos de 
diabetes previamente pues inhibe la glicosilación; Corbett, 1992). Querían 
observar si se producía una neuroprotección en el glaucoma. Un grupo de 
ratas en las que se había inducido el glaucoma, fue tratado mientras que otro 
grupo, también con glaucoma inducido, no fue tratado. Los resultados fueron 
que en el grupo no tratado la pérdida de células ganglionares fue de un 36% 
mientras que, en el grupo tratado se produjo sólo una pérdida de un 10% 
sugiriendo que el tratamiento podría actuar como neuroprotector. Es decir, si 
inhibimos la isoforma inducible selectivamente (y no las otras 





isoformas) podríamos proteger la pérdida de células ganglionares 
en el glaucoma.  
En el  año 2000, Sugiyama y cols., realizaron un estudio en papila de 
nervio óptico con un modelo experimental con conejos albinos. Se les 
administró intravenosamente L-NAME (inhibiendo la NOS a diferentes 
dosis) o solución salina fisiológica y se evaluó el flujo sanguíneo a nivel de 
papila de nervio óptico, la presión intraocular y la presión arterial. Veinte 
minutos después de la administración de L-NAME, se les administró L-
arginina. También se administró Acetilcolina a todos los conejos 
independientemente de haber sido tratados o no con el inhibidor. Los 
resultados de Sugiyama fueron que por un lado, la administración del 
inhibidor de la NOS, L-NAME, produjo un descenso en los parámetros del 
flujo vascular de manera dosis-dependiente. Es decir, si inhibimos la NOS 
disminuye el flujo vascular a nivel de papila de manera dosis-dependiente. Por 
otro lado, dosis altas de L-NAME producían incluso un aumento de la presión 
intraocular (dosis de más de 100 mg/Kg).  
En cuanto a la administración posterior al inhibidor de L-arginina, se 
observó que los parámetros de flujo vascular ascendían a niveles normales 
basales, pues se bloqueaba al propio inhibidor. Sin embargo, en el caso de la 
Acetilcolina, cuando se había administrado previamente el inhibidor de la 
óxido nítrico sintetasa, no se producía el ascenso a niveles basales de flujo 
vascular (pues continuaba actuando el inhibidor), pero sí aumentaban los 
parámetros en los conejos placebo. Por tanto, concluían en que el óxido 





nítrico regula basalmente el flujo vascular en papila de nervio 
óptico y que la Acetilcolina promueve la síntesis del óxido nítrico mejorando 
la el flujo vascular.  Sugiyama afirmaba en su estudio que inhibir la NOS 
alteraba el flujo vascular, disminuyéndolo, es decir, la NOS en 
condiciones basales puede ser neuroprotectora. Hay que tener en cuenta que 
en este estudio se estaban inhibiendo la NOS en todas sus isoformas , lo cual 
podría indicar que el efecto general más importante sería el de regulación del 
flujo vascular que conllevaría una neuroprotección. 
Más recientemente, en 2002, Okuno y cols.  realizaron otro estudio 
experimental con conejos sobre la autorregulación vascular del óxido nítrico 
en papila de nervio óptico en relación con altas presiones intraoculares.. 
Crearon primero un modelo experimental de glaucoma. Introducían en 
cámara anterior de conejos una perfusión de suero salino con una cánula de 
manera que, subían la presión intraocular a 50 mmHg. Se inyectó en un grupo 
la L-NAME o inhibidor de la NOS. Otro grupo fue utilizado como control.  Se 
observó que el tiempo de los Potenciales Evocados Visuales se prolongó en los 
conejos en los que se había inyectado el inhibidor de manera dosis-
dependiente. El flujo de sangre en la papila no se redujo en principio sólo con 
el aumento de la presión intraocular, pero sí se redujo significativamente por 
L-NAME. Estos resultados, según estos autores, sugieren que el óxido nítrico 
desempeña un papel en la autorregulación de la circulación de la 
papila cuando se eleva la presión intraocular, es decir representaría 





una neuroprotección en la fase aguda de la isquemia del nervio 
óptico. 
En 2006, Vidal y cols. realizaron un estudio en el que se creó un 
modelo experimental con ratas Wístar a cuales se les provocaba glaucoma en 
un ojo  y se estudiaba el efecto sobre la NOS según si se administraba o no el 
maleato de timolol (fármaco utilizado como hipotensor ocular). Se estudiaron 
las tres isoformas de la enzima NOS tanto en papila como en retina, en el 
grupo control con glaucoma y en el grupo tratado con maleato de timolol. Los 
autores observaron que  en las ratas que habían sido tratadas con maleato de 
timolol se producía una disminución de la expresión de la NOS-neuronal 
tanto en retina como en nervio óptico. Por otro lado, la NOS-inducible sólo 
se expresaba en un pequeño grupo de astrocitos reactivos y la NOS-
endotelial se mantenía estable. Estos resultados sugerían que el timolol podía 
producir una neuroprotección gracias una reducción del exceso de óxido 
nítrico, que se produce reactivamente tras el aumento de presión intraocular, 
sin alterar la NOS-endotelial considerada por estos autores como 
neuroprotectora.  
Tras el análisis de los artículos publicados sobre el tema, no hemos 
encontrado en la bibliografía ningún estudio que detecte la NADPH-d en el 
nervio óptico de la rata pero sí en otros animales. En marzo de 2008, 
Clemente y cols., publicaron un trabajo en el que se caracterizaron células 
positivas para NADPH-d en el nervio óptico de la tenca. En estos animales se 
puede dar regeneración de la vía visual tras una lesión en cualquiera de sus 





partes. Se estudió en condiciones normales y tras seccionar el nervio en 
diferentes periodos de supervivencia del animal. Se utilizaron marcadores de 
astrocitos (S100 y glutamina sintetasa) y marcadores de microglía (lectina). 
Tanto astrocitos como oligodendrocitos fueron positivos para NADPH-d. Tras 
la sección del nervio óptico, se observó la aparición de nuevas células 
NADPH-d que se consideraron astrocitos (pues todas eran positivas para 
S100). Es decir, las células NADPH-d intervienen en los procesos de 
degeneración y regeneración neuronal a nivel de nervio óptico.  
En enero de 2009,  Petropoulos y cols. , publicaron su investigación 
sobre el efecto del inhibidor de la NOS, L-NAME, en la presión parcial de 
oxígeno a nivel de disco óptico en condiciones de normales y en hipercapnia 
(inhalando CO2) en cerdos. Se realizó la medición mediante electrodos 
sensibles al oxígeno colocados a menos de cincuenta micras de la papila. Se 
observó que antes de la inyección del inhibidor, durante la hipercapnia, se 
produjo un aumento de la presión parcial de oxígeno a nivel de la papila. Tras 
la inyección del inhibidor, la presión parcial de oxígeno en papila disminuyó y 
este efecto fue reversible con L-arginina. Por otro lado, en condiciones 
normales  la presión parcial de oxígeno se mantuvo estable durante 30 
minutos tras la inyección de L-NAME a pesar de un 21% de aumento de la 
presión media arterial. Los autores concluyeron que en condiciones de 
normales, un inhibidor sistémico de la NOS no afectaba a la presión parcial de 
oxígeno. Sin embargo, en condiciones de hipercapnia, sí se producía una 
franca afectación en la presión parcial de oxígeno de papila. Por tanto, el óxido 





nítrico se consideraría un mediador del aumento de la presión parcial 
de oxígeno de papila en condiciones de hipercapnia, es decir, se 
consideraría neuroprotector.  
En marzo de 2009, Balaratnasingam y cols. , estudiaron el efecto 
neuroprotector de la NOS sobre el nervio óptico  en condiciones de elevación 
de la presión intracraneal en cerdos. En el estudio se observó que tras la 
elevación de la presión intracraneal, se produjo un aumento de la isoforma 
NOS-endotelial, sugiriendo que se trata de una respuesta compensatoria que 
se inicia por el esfuerzo de preservar la función neuronal. Se sugiere que 
cambios en los niveles de NOS-endotelial pueden ser un importante 
factor en las primeras etapas de tolerancia neuronal a un 
aumento de la presión intracraneal.  Actuaría por tanto, como factor 
neuroprotector y este hallazgo podría ser de especial importancia en 
enfermedades como la hidrocefalia.  
Por último, la mayoría de estudios realizados se han centrado en el 
analizar la funcionalidad de la NOS en el nervio óptico. No se han 
documentado estudios en nervio óptico que relacionen la NOS con el 
envejecimiento de manera que, podamos saber si existe o no regularidad de 









1.5.1.3. NADPH-d en el Ganglio Geniculado Lateral 
 
Varios estudios previos han descrito la presencia de la NOS neuronal a 
nivel del Ganglio Geniculado Lateral (Mitrofanis, 1993;Vincent y 
Kimura, 1992; González-Hernández y cols., 1993 y 1994; Gabbott y 
Bacon, 1994; Rodrigo y cols., 1994).  
Sin embargo, no es hasta 2003, cuando Villena A. y cols.  publican un 
estudio en el que se analizan las neuronas NADPH-d en relación a la edad de 
la rata Wístar en esta área. Para ello, utilizaron ratas de  3, 24 y 26 meses de 
vida y en las que se realizó un análisis cuantitativo por mm2  y un análisis de 
los cambios en el tamaño del soma. También estudiaron los cambios en la 
orientación dendrítica de estas neuronas con la edad, comparando ratas 
jóvenes con viejas. En los resultados de su trabajo, se observó que se 
producían dos tipos de tinciones en dichas neuronas con regiones marcadas, 
bien definidas en bandas. Esta distribución se mantuvo estable en las 
diferentes edades de la rata aunque se pudo observar que la tinción fue más 
débil en ratas viejas y que además se detectó un menor número de 
neuronas NADPH-d aunque las bandas se mantuvieron bien definidas. En 
los alrededores del Ganglio Geniculado también se observó una banda ancha 
correspondiente a la cinta óptica, lo cual indica que también presentan células 
NADPH-d. Se pudieron diferenciar además, diferentes tipos de neuronas, 
según la intensidad de la tinción, el tamaño y la morfología, y las clasificaron 
en neuronas tipo A, fuertemente teñidas, con variabilidad de tamaño y 





morfología, consideradas “neuronas de proyección”. Por otra parte, se 
hallaron células clasificadas como de tipo B, consideradas dentro de 
“circuitos locales”, también fuertemente teñidas y de tamaño pequeño. Las de 
tipo B tenían normalmente forma de huso, con dos dendritas que salían de 
polos opuestos. Este patrón se observó en las tres edades de las ratas de 
manera similar con lo que no se pudieron establecer diferencias 
estadísticamente significativas en relación a las variaciones 
morfológicas de las neuronas NADPH-d. 
Por otro lado, en el análisis cuantitativo se observó que se produjo 
entre las ratas de 3 meses de edad  y las de 24 meses un descenso del 36% 
de neuronas NADPH-d (aunque se mantenían estables en las ratas de 26 
meses de edad, es decir, no seguían disminuyendo) . Estos autores afirman en 
su estudio que piensan que este descenso en el número de neuronas NADPH-
d puede significar un descenso en la producción de óxido nítrico en las ratas 
de edad en comparación con ratas jóvenes, lo cual podría afectar al 
funcionamiento del cerebro en ratas viejas.  
1.5.1.4. NADPH-d y Sistema Nervioso Central 
 
En cuanto a su localización en el cerebro, cabe destacar que no existe una 
correlación entre las determinaciones bioquímicas y los estudios 
histoquímicos. Bioquímicamente, el cerebelo es el que mayor actividad 
diaforasa tiene, debido probablemente a su neuropilo (el neuropilo es el área 





compuesta de un ovillo denso de terminales axónicos, dendritas y células 
gliales comprendiendo además las conexiones sinápticas de las ramificaciones 
de axones y dendritas). Sin embargo, en el cerebelo histoquímicamente sólo se 
tiñen algunas neuronas de axón corto. Por otro lado, la protuberancia 
contiene gran cantidad de neuronas positivas para la NADPH-d, pero por 
electroforesis tiene menos de la mitad de la actividad diaforasa que el 
cerebelo. 
Además, como ocurre en la vía visual, existen neuronas que se tiñen de 
manera muy marcada, oscuras, cuyas dendritas se tiñen más intensamente y 
que probablemente esté relacionado con una mayor concentración de la 
enzima, mientras que otras neuronas son menos teñidas, de manera que 
según diversos autores se han clasificado de manera diferente utilizando 
diferentes símbolos a la hora de interpretar los resultados. El neuropilo 
presenta estas mismas características, de manera que en los núcleos medial y 
cortical de la amígdala se encuentran muy oscuro mientras que en otras 
zonas cerebrales muy claro, como en el núcleo central lateral talámico. En 
general, se debe tener en cuenta que la mayor actividad de células 
NADPH-d se encuentra en neuronas, no en células gliales (Meyer 
y González-Hernández, 1993).  
De todos los trabajos revisados con referencia al SNC y la NADPH-d, que 
son múltiples, hemos considerado destacar los que relacionan este tipo de 
neuronas con el envejecimiento. En algunas áreas cerebrales se produce 
con la edad una disminución de las células NADPH-d, esto es en “núcleo 





tegmental y laterodorsal pedunculopontino (Lolova y cols., 1996) y en el 
“estriado” (Kuo y cols., 1997). En otras áreas, como son el “córtex cerebral” 
(Huh y cols., 1997) y el “hipocampo” (Yamada y Nabeshima, 1998) no se 
detectaron diferencias significativas con la edad respecto al grupo control 
(todos estos estudios fueron realizados con ratas). En otras áreas cerebrales, 
sin embargo, se detectó con la edad un aumento del número de células 
NADPH-d como en el prosencéfalo basal en humanos (Haug y cols.,1983; 
Coleman, 1987). 
Díaz F. y A. Villena, en 2006 realizaron un trabajo sobre la actividad 
de neuronas NADPH-d en las capas superficiales del Colículo Superior de 
ratas “en relación con la edad”. En el estudio se analizaron  las capas 
superficiales del colículo superior relacionadas con vías reflejas de la visión. 
Para ello, se utilizaron ratas albinas Wístar, seis de cada edad, 3 meses, 24 y 
26 meses de vida. El análisis cuantitativo y morfológico se hizo teniendo en 
cuenta la orientación de los procesos dendríticos, el tamaño del soma y el 
número de células NADPH-d., Se estimaron los cambios en el tamaño del 
soma neuronal realizando cinco secciones de cada rata y se proyectaron los 
somas en un monitor de manera que se trazó con el cursor los somas, siendo 
trazados 700 perfiles en total. El número de neuronas fue estimado por mm2 .  
En los resultados, los autores encontraron que las ratas presentaban un 
alto número de neuronas NADPH-d en las capas superficiales del colículo 
sobre todo en la capa zonal superficial  y en la capa gris externa , siendo 





mucho menos numerosas en la capa óptica. Esto se observó tanto en las ratas 
consideradas adultas como en las ratas viejas. 
En cuanto al tamaño del soma neuronal  hubo diferencias cuando fueron 
comparadas las ratas de 26 meses de edad con las de 3 meses produciéndose 
una disminución del tamaño del soma con la edad.  
En el número de neuronas NADDPH-d no se produjo  ningún 
cambio significativo con la edad en todos los tipos morfológicos 
manteniendo en las tres edades los mismos porcentajes en cada tipo. En 
cuanto a la orientación dendrítica, sí se produjeron cambios con la edad 
disminuyendo produciéndose un aumento de las orientaciones dendríticas 
dorsoventrales en detrimento de las lateromediales (estos cambios se 
produjeron en neuronas de orientación vertical pero en las piriformes y 
horizontales). 
 En las conclusiones, los autores hacen referencia a trabajos realizados 
por otros investigadores (Coleman y Flood, 1986 y 1987) en los que 
también quedaba patente una reorganización del árbol dendrítico con 
la edad probablemente se postuló que se producía para mantener 
la eficacia de las conexiones neuronales. Se podría decir, según estos 
autores, que se producen fenómenos morfológicos de plasticidad 
sináptica. Estos hechos se han relacionado con una reacción 
compensatoria a los cambios relacionados con atrofia de neuronas 





vecinas (Arendt y cols., 1994; Lolova y cols., 2000; Villena y cols., 
2003).  
Sánchez-Zuriaga  y cols., en 2007, del grupo de investigación de la 
Dra. Rosa Peris de la Facultad de Medicina de Valencia, analizaron los 
cambios en la edad de las NADPH-d en el Colículo Inferior y en el Córtex 
Auditivo de ratas Wístar. En sus resultados, observaron una 
disminución del tamaño del soma de las neuronas NADPH-d en el 
Colículo Inferior  sobre todo a nivel de corteza dorsal del mismo. 
Probablemente, según los autores, estos hallazgos se relacionan con una 
disminución con la edad de la síntesis de óxido nítrico en las vías de 
comunicación cortico-coliculares (sin poder comparar sus resultados con 
otros autores al no haberse publicado ningún trabajo en relación a la edad en 
el colículo inferior previamente). En el caso del Córtex Auditivo, y 
coincidiendo en este caso con los resultados de Ouda y cols. (2003), 
también se produjo una disminución del número de  células NADPH-
d. Observaron también un aumento del número de dendritas en éstas 
probablemente, según estos autores, como mecanismo compensatorio 
sináptico. 
Sin embargo, recientemente, en Diciembre del 2012 , Junyang Jung y 
cols., publicaron un estudio en el que se produjo un aumento en el número de 
neuronas NADPH-d en Colículo Inferior en relación a la edad con lo que se 
requieren estudios posteriores que puedan aportar más datos sobre estas 
neuronas en esta región cerebral.  






1.5.1.4.1.  NADPH-d en la Corteza Visual 
 
Yan X. X . y cols. en 1995, publicaron un trabajo en el que se analizaba 
los cambios en el número de neuronas NADPH-d en los centros visuales tras 
la sección del nervio óptico contralateral en la rata Wístar. Tras realizar la 
sección, se observó un aumento de neuronas NADPH-d en las capas ópticas 
del colículo superior, el núcleo ventral del cuerpo geniculado lateral y la 
corteza visual primaria de la rata. El máximo número de neuronas se observó 
a los 30 días (con un rango entre 4-60 días). El trabajo sugería, según estos 
autores, que en centros denervados del área visual se produce un 
aumento de neuronas que producen óxido nítrico, lo cual le confiere 
probablemente un efecto neuroprotector.  
Yousef T. y cols., en abril de 2004, publicaron un estudio en el que se 
identificó la distribución de dos isoformas de la NOS, la neuronal y la 
endotelial en la corteza visual de ratas Wístar. Ambas isoformas estaban 
presentes a nivel cortical. Utilizaron tanto anticuerpos específicos para NOS 
como el método inmunohistoquímico de la NADPH-d. En sus resultados, 
encontraron células positivas para NADPH-d, y además una amplia red de 
fibras débilmente positivas que se consideraron presumiblemente axones. La 
isoforma endotelial fue encontrada en vasos sanguíneos pero 
también en neuronas pudiendo diferenciarse de la isoforma neuronal 
gracias al método de anticuerpos. En su trabajo, las neuronas con la isoforma 
endotelial y neuronal fueron más numerosas que las que sólo tenían NOS-





neuronal, representaron un 60% de las células corticales. Sin embargo, no se 
encontraron neuronas específicas que sólo tuvieran la isoforma 
endotelial, sino que eran células que contenían “ambas isoformas”.  
Zhang Y. y cols., en noviembre de 2004, estudiaron las células 
NADPH-d y su implicación en el desarrollo del sistema visual en el hámster 
recién nacido. Durante el desarrollo postnatal de la corteza visual del hámster 
observaron un aumento transitorio de la actividad de la NOS, que coincidía 
temporalmente con la formación de la retina ipsilateral y de las proyecciones 
coliculares y retina-geniculado, lo que sugiere la participación de NOS en la 
maduración de la corteza visual. Además, utilizaron un inhibidor de la 
NOS y examinaron sus efectos. Tras administrarse el inhibidor, aumentó la 
mortalidad y además se produjo una disminución del peso corporal y una 
supresión del crecimiento de neuronas NADPH-d corticales. Por otro lado, se 
estudió el número de apoptosis celular en los animales control produciéndose 
ésta sobre todo en las capas II y III corticales durante la maduración normal 
del cerebro. Cuando se administró el inhibidor de la NOS el número de 
apoptosis disminuyó y se alteró ésta maduración cerebral. Concluyeron 
finalmente, que el óxido nítrico puede servir como una señal de 
activación de apoptosis durante el proceso de desarrollo del córtex 
visual. Desempeñaría pues, un importante papel en la maduración de la 
corteza visual en el hámster.  
Por otro lado, Lee J. y Chang-Jin Jeon, publicaron en ese mismo año, 
2004, un trabajo en el cerebro del hámster y además, en 2005 realizaron un 





trabajo en la corteza de la rata y el conejo, en los que se analizaba una 
localización inmunohistoquímica de neuronas que contenían la enzima NOS, 
co-localizándola en relación con proteínas calcio-dependientes. Como otros 
autores, en el córtex visual de la rata, diferenciaron los dos tipos de 
coloración, y apuntaron que las débilmente teñidas fueron 8-9 veces más 
numerosas que las fuertemente teñidas. En el córtex visual del conejo, la única 
diferencia con la rata fue que el número de las menos teñidas, era 6-5 mayor 
que las más teñidas. En la distribución por capas, también coincidieron con 
los autores citados anteriormente en las dos especies de animales, las más 
teñidas o Tipo 1 se localizaban en la capa VI mientras que la menos 
teñidas y más abundantes, las Tipo 2 se localizaban sobre todo en 
las capas corticales II/III. En cuanto a la descripción de la morfología de 
las neuronas, se basaron en el estudio solamente de aquellas que estaban 
intensamente teñidas (ó Tipo 1) ya que así  se podían diferenciar claramente 
tanto el soma como las dendritas. En la rata, se encontraron células 
redondeadas u ovales, células estrelladas de gran tamaño (ambas con 
dendritas en todas las direcciones), y células pequeñas fusiformes con 
dendritas solamente en disposición horizontal o vertical. El porcentaje fue: 
- 64.8% redondas u ovales 
- 26.3% estrelladas 
- 10.8% horizontales 
- 4.1% verticales 
 





En el conejo, los resultados fueron también similares. 
Así como en otras áreas de la vía óptica como la retina y el ganglio 
geniculado se han realizado estudios de las neuronas NADPH-d en relación 
con el envejecimiento, no hemos hallado ningún trabajo que se realice en 
córtex visual con células NADPH-d en relación con la edad. 
1.5.2. Actualización experimental en primates y en 
humanos (consideraciones de aplicación clínica) 
 
1.5.2.1. NADPH-d en Retina y Nervio Óptico  
 
A nivel de retina en humanos, Provis y Mitrofanis (1990) revelaron 
varias clases de células morfológicamente diferenciables NAPH-diaforasa 
positivas. Se trataba de células amacrinas y se diferenciaban por la forma y el 
tamaño de su soma. Posteriormente, Roufail and Rees en 1997, realizaron 
un estudio en retina de ratas y en humanos en el que analizaban los cambios 
en células amacrinas que contenían la NOS y no se encontraron cambios 
significativos en su distribución y número en relación a la edad. Más 
recientemente, Shengxiu Li y cols. en 2006, realizaron un estudio de la 
Óxido Nítrico Sintasa endotelial (en anteriores estudios nos referimos a la 
neuronal) a nivel de retinas de fetos humanos de 8 a 28 semanas de 
gestación. Concluye dicho estudio en que dicha enzima no sólo interviene 
como reguladora del flujo vascular, sino que además tiene un 
papel en el desarrollo retiniano en humanos. 





En el año 1997, Neufeld y cols., realizaron un trabajo en humanos 
estudiando secciones histológicas de la papila del nervio óptico en sujetos 
normales y en pacientes con glaucoma. Mediante anticuerpos identificaron 
las tres isoformas (neuronal, endotelial e inducible) de la NOS. En sus 
resultados, en ojos normales, la NOS-neuronal estaba escasamente presente 
en los astrocitos de la papila de nervio óptico. Sin embargo, en ojos con 
glaucoma casi todos los astrocitos eran positivos para la enzima.  Por otro 
lado, la NOS-endotelial se encontraba presente en el ojo normal en el 
endotelio vascular. En los ojos con glaucoma, estaba presente también en 
astrocitos y en endotelio vascular de vasos grandes y pequeños.  El hallazgo 
más importante fue que la isoforma NOS-inducible, no se encontró en ojos 
normales pero sí estaba presente en astrocitos en la lámina cribosa de ojos 
con glaucoma. Finalmente, concluyeron su estudio afirmando que se había 
encontrado una mayor presencia de NOS-neuronal y una síntesis “de novo” de 
la NOS-inducible en astrocitos de la lámina cribosa. Esto sugería, según estos 
autores, que la papila estaría expuesta a niveles excesivos de óxido nítrico, 
siendo localmente neurotóxico y afectando a los axones de las células 
ganglionares de la retina. Por el contrario, según estos autores, la mayor 
presencia de la NOS-endotelial podría considerarse neuroprotectora, 
causando un mayor aporte de flujo sanguíneo en el tejido. 
Posteriormente, en el año 2000, Luksch y cols., publicaron un trabajo 
en el que se realizaba una evaluación de los efectos de la inhibición sistémica 
de la NOS en la regulación vascular a nivel de coroides y nervio óptico en 





humanos. Para ello, utilizaron dos grupos de varones (a doble ciego, 
aleatorizado y controlado con placebo) en el que se trataba a uno de ellos con 
de NG-nitro-Larginine (L-NAME), un inhibidor competitivo de la arginina, 
con lo que se inhibía a la NOS. Después, se medía con flujometría láser 
Doppler, el flujo sanguíneo coroideo y en papila de nervio óptico en ambos 
grupos. El resultado fue que, efectivamente, la L-NAME reducía todos los 
parámetros de flujo vascular tanto a nivel de coroides como en la papila del 
nervio óptico y además, era dosis-dependiente. Este fue el primer estudio que 
demostró que el óxido nítrico es liberado continuamente a nivel de papila de 
nervio óptico y que se trata de un importante regulador vascular a este nivel. 
Por primera vez en 2007, se realiza “in vivo”, en pacientes con 
glaucoma primario de ángulo abierto un estudio utilizando la L-NAME, 
inhibiendo la NOS de manera sistémica. Utilizaron un grupo de doce 
pacientes con glaucoma y un grupo de doce pacientes sin glaucoma de edades 
similares. El estudio objetivó una respuesta anormal del flujo vascular a la 
inhibición de la NOS, tanto en papila como en coroides. Esto indicó una 
alteración del sistema L-arginina/óxido nítrico en el glaucoma. Se observó que 
los pacientes con glaucoma tenían una disminución de la respuesta al 
inhibidor, lo cual puede indicar que hay un aumento de la actividad basal de 
la NOS en tejidos oculares glaucomatosos. En ellos sería necesario aumentar 
la dosis de L-NAME para alcanzar reducciones en el flujo vascular ocular, 
comparables a los sujetos sanos. Estos resultados concuerdan con los 





hallazgos de Luksch y Neufeld, en los que se encontraba un aumento de la 
expresión de la NOS en ojos con glaucoma.  
1.5.2.2. NADPH-d y Sistema Nervioso Central 
 
En 1986, Sandell fue el primero en describir en cerebros de monos dos 
tipos de células positivas para la NADPH-d, unas con una fuerte tinción y 
otras más débilmente teñidas. Para Wolf y cols. 1992, este tipo de marcado 
más débil se debe a que se trata de células en donde se detecta la actividad en 
las mitocondrias pero, no son positivas para la NADPH-d en el citoplasma. A 
la misma conclusión llegaron Aoki y cols. en un trabajo realizado en monos 
en 1993. Estos dos tipos de positividad neuronal en la tinción también se 
describieron en 1994 por Lüth y cols., en cerebro humano. Encontraron 
neuronas positivas para NADPH-d en íntima relación con los 
vasos sanguíneos. Estos autores, afirmaron que la funcionalidad del óxido 
nítrico se encontraba relacionada con los vasos sanguíneos a nivel cortical. 
Esta correlación la explican en que si hay áreas con mayor actividad 
metabólica, también se producirá mayor necesidad de oxígeno. 
Posteriormente, Yan y cols. en 1996 en monos confirmaron los resultados de 
estos autores. 
En 1995, Faro R.L. y cols.,  publicaron un estudio en el que se describía 
la actividad de la NADPH-d en la corteza visual primaria de humanos (cuatro 
autopsias cerebrales de individuos normales, de 4 a 8 horas tras la muerte). El 
estudio tuvo como resultados que la predominancia de estas neuronas era en 





la capa VI, aunque también se observaron en el resto de las capas (excepto la 
capa 4c). El 85% de las células NADPH-d se localizaban en la sustancia 
blanca. Sin embargo, los autores no establecen cambios en el patrón NADPH-
d en función de la edad de los individuos pues no se utilizó como parámetro 
en el estudio.  
Posteriormente, Aoki y cols. en 1997, realizaron un trabajo en el área 
V1 de los macacos con el receptor postsináptico NMDA (N-metílico-D-
aspártico, relacionado con fenómenos de plasticidad neuronal) 
correlacionándolo con un anticuerpo para la NOS. Cuando dicho receptor es 
activado, se producen altas concentraciones de calcio y así se produce síntesis 
de óxido nítrico. Este óxido nítrico podría modular esta potenciación sináptica 
excitándola o inhibiéndola. Por tanto, el óxido nítrico podría estar relacionado 
con la modulación de las vías de plasticidad neuronal durante el 
proceso visual, como propusieron también Harsany y Friedlander en 
el mismo año en su trabajo. 
Wong-Riley y cols., en 1998, realizaron un estudio en el que se hacía 
una colocalización  de la citocromo oxidasa (marcadora de actividad 
metabólica)  con anticuerpos para NOS y NADPH-d en monos. Estos autores 
concluyeron en que dichas células son probablemente interneuronas. 
Observaron que algunos procesos dendríticos de las células fuertemente 
teñidas, se veían íntimamente relacionados con vasos sanguíneos, 
como habían observado previamente otros autores (Lüth y cols., en 1994; 
Yan y cols. 1996; Gonchar y cols., 1997). Esta relación, según estos 





autores, puede tener implicaciones con la funcionalidad del óxido nítrico, que 
es un potente vasodilatador. Así pues, estas neuronas podrían tener un 
papel en la regulación local del flujo vascular a nivel cortical.  
Wiencken y Casagrande, en 1999 y 2000, efectuando un estudio en 
córtex visual de diferentes tipos de primates, confirmaron los dos tipos de 
coloración en las neuronas NADPH-d, que habían sido descritos 
anteriormente por los autores ya citados. Estudiaron la distribución y 
correlación de las células NADPH-d con los anticuerpos para la NOS. 
Realizaron además una correlación entre estas células con la citocromo 
oxidasa y el receptor de membrana NMDA. De esta manera, estos autores 
pensaban que identificando los diferentes tipos celulares y sus 
compartimentos funcionales con marcadores neuronales, se 
puede intentar comprender la organización funcional del sistema 
visual. En cuanto a la coloración, a las células más teñidas (tanto el axón 
como las dendritas estaban fuertemente teñidos)  y menos abundantes, las 
denominaron células Tipo 1. Las menos teñidas (por lo tanto, más difícil de 
determinar su morfología) y más abundantes las denominaron Tipo 2. En la 
distribución, estos autores, observaron que las células Tipo 1 se encontraban, 
en V1 (área 17), en la sustancia blanca, por debajo de la capa VI y en 
menos cantidad en las capas II, III y V (los resultados concuerdan con  
Aoki, 1993). Esta situación celular en la sustancia blanca sugería, según estos 
autores, que eran células antiguas del córtex cerebral. Por otro lado, en el caso 
del área V2 (área 18) observaron que estas células Tipo 1 fueron más 





abundantes en la capa IV. Sin embargo, las células Tipo2, más abundantes 
pero menos teñidas, no estaban presentes en la sustancia blanca por debajo de 
la capa VI (en ningún tipo de primate estudiado), pero sí que se veían en 
todas las capas  tanto en V1 como en V2, sobre todo en la capas 
supragranulares. En cuanto a la organización funcional, el estudio reveló que 
las neuronas NADPH-d tenían una correlación con áreas de alta actividad 
metabólica relacionándola con la citocromo oxidasa. Concluyen, como los 
autores mencionados anteriormente, que al ser áreas de mayor actividad 
requieren una  adecuada regulación del flujo vascular  donde 
probablemente intervienen neuronas que sinteticen óxido nítrico. Por otro 
lado, existe una fuerte asociación de neuronas positivas para NOS con el 
receptor NMDA, lo cual sugiere de nuevo, el papel que podría tener el óxido 

































El óxido nítrico es un gas que es sintetizado en distintas células del 
organismo y que tiene un papel crucial como molécula de señalización celular. 
Los sistemas de transducción de señales en los que interviene el óxido nítrico 
son especialmente relevantes en el cerebro. Además, se ha observado que el 
óxido nítrico facilita la comunicación entre células endoteliales y neuronales, 
encontrándose  implicado en la regulación del flujo sanguíneo a nivel cerebral. 
Por ello, cuanto mejor estudiada esté esta importante molécula y las células 
encargadas de su síntesis mejor comprenderemos los mecanismos fisiológicos 
de envejecimiento neuronal y los mecanismos patológicos de las 
enfermedades neurodegenerativas.  
 
 Para su estudio, se deben localizar las células que lo sintetizan. La 
enzima encargada de sintetizarlo a partir de la L-arginina es la Óxido Nítrico 
Sintasa (NOS). Para ello, requiere la presencia de dos cofactores, el ión calcio 
y el fosfato dinucleótido adenina nicotinamida reducida (NADPH). Esta 
enzima tiene tres isoformas que se encuentran distribuidas en numerosos 
tejidos. Las isoformas son: isoforma endotelial, la isoforma macrofágica y la 
isoforma neuronal.  La técnica de inmunohistoquímica de  la NADPH-d se 
encuentra relacionada con la NOS-neuronal. Gracias a esta técnica se pueden 
teñir selectivamente las neuronas que son productoras “activamente” de óxido 
nítrico y realizar un mapa detallado del tejido neural estudiado.     




En cuanto a su funcionalidad, esta molécula tiene la particularidad de 
actuar como neuroprotector o como neurotóxico, según diferentes condiciones 
que han sido estudiadas por numerosos autores de manera que puede cambiar 
el rol de amigo a enemigo neuronal. Por ejemplo, en concentraciones elevadas 
puede actuar como radical libre implicado en el deterioro neuronal, pero 
también se ha visto implicado en fenómenos de mejora del flujo vascular por 
ejemplo en modelos experimentales en el glaucoma con lo que actuaría en 
determinadas circunstancias como neuroprotector. 
 
  El óxido nítrico es un neurotransmisor-neuromodulador y tiene la 
capacidad de realizar una transmisión sináptica de carácter retrógrado. Por 
tanto, este gas puede viajar desde la membrana postsináptica a la presináptica 
participando en “fenómenos de potenciación de la actividad neuronal a largo 
plazo”. Por ello, se encuentra relacionado en procesos tan importantes como 
la plasticidad neuronal asociada a la memoria y el aprendizaje.  También se le 
ha asociado a la regulación de la actividad sináptica estando implicado tanto 
en los procesos madurativos neuronales como en procesos de envejecimiento 
cerebral y neurodegenerativos. Por tanto el estudio de las neuronas  NADPH-
d puede representar un sustrato celular para analizar patrones de 
conectividad neuronal y entender mejor tanto el envejecimiento neuronal 
como las enfermedades neurodegenerativas. 
 
En enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson se ha observado 
que si se bloqueaba la NOS-neuronal en modelos experimentales los animales 




tenían resistencia al Parkinson inducido con lo que estos autores lo 
consideraban neurotóxico. En el Alzheimer se ha demostrado que la NOS-
neuronal se encontraba también elevada con lo que se producía un exceso de 
óxido nítrico que actuaba como neurotóxico. Y finalmente, en la Esclerosis 
Múltiple se han hecho estudios que han demostrado un exceso de producción 
de óxido nítrico por la microglía. Por tanto, un desequilibrio en su producción 
podría ser un factor estructural en daños neuronales produciéndose un 
deterioro funcional en las enfermedades neurodegenerativas.  
 
Por otro lado, el óxido nítrico participa en procesos de protección 
neuronal. Por ejemplo, el óxido nítrico juega un papel importante como 
mediador en la maduración de la retina estando implicado en regulación de la 
proliferación y muerte neuronal durante su maduración. Así se ha visto en 
varios estudios que se produce un pico en el número de células NADPH-d 
positivas en el momento en que la rata abre los ojos, que es el día 14 postnatal. 
También en el nervio óptico se ha puesto de manifiesto en estudios 
experimentales en animales, que gracias al óxido nítrico se produce una 
vasodilatación que favorece el aporte de flujo vascular a la papila en 
condiciones de hipertensión ocular.  
 
A nivel de corteza cerebral visual primaria se ha observado en varios 
estudios que el óxido nítrico actúa como una señal de activación de apoptosis 
durante el proceso de desarrollo del córtex visual. Desempeñaría pues, un 
importante papel en la maduración de la corteza cerebral visual además de 




estar implicado en la regulación del flujo vascular a nivel de la misma. Por 
último, según algunos trabajos en ratas cuando se denervaba el nervio óptico 
contralateral se producía un aumento del número de neuronas NADPH-d en 
la corteza visual primaria como un efecto probablemente compensatorio con 
lo que los autores sugerían también un efecto neuroprotector a este nivel. 
 
Se ha relacionado también al óxido nítrico con el envejecimiento. Se sabe 
que el estrés oxidativo es un factor crítico en la patogénesis de envejecimiento. 
Existe una evidencia creciente que sugiere que el óxido nítrico excesivo 
contribuye al proceso de envejecimiento. Sin embargo, todavía no está claro 
cómo el óxido nítrico desempeña un papel en el proceso de envejecimiento 
debido a la dualidad en el comportamiento de esta molécula, ya que no hay 
relación con el déficit de la misma. Por ello, se han realizado numerosos 
estudios que tratan de analizar los cambios de las neuronas NADPH-d en 
condiciones fisiológicas durante el envejecimiento en diferentes regiones 
cerebrales. Por ejemplo, a nivel de corteza primaria auditiva se ha visto una 
disminución de neuronas NADPH-d en relación a la edad y de manera 
probablemente compensatoria un aumento del árbol dendrítico de la mismas 
(postularon los autores que podría deberse a un intento de aumentar la 
potencialidad sináptica como fenómeno compensatorio).  
 
En el sistema visual los cambios en el número de neuronas NADPH-d en 
relación con el envejecimiento han sido diferentes según el área estudiada en 
ratas Wístar. A nivel de retina no se han objetivado cambios en el número de 




células NADPH-d (amacrinas) en relación con la edad según diversos autores. 
En el ganglio geniculado lateral los resultados han sido diferentes según 
diversos estudios, unos autores no han encontrado cambios significativos en 
este tipo de neuronas en relación con la edad (aunque sí un aumento en la 
intensidad de la tinción) mientras que otros sí han puesto de manifiesto una 
disminución del número de neuronas. Por último, en el colículo superior 
tampoco se han encontrado cambios en el número de neuronas en relación a 
la edad según un estudio reciente, aunque sí se han observado cambios en el 
patrón dendrítico probablemente según los autores del estudio como 
plasticidad sináptica. Sin embargo, no hemos encontrado ningún trabajo que 
analizara los cambios cuantitativos y distributivos a nivel de corteza visual 
primaria de las neuronas NADPH-d. 






Una vez expuesto el papel de las neuronas NADHP-d en la producción del 
óxido nítrico, y la implicación de esta molécula en los procesos madurativos e 
involutivos cerebrales, nos planteamos realizar un trabajo de investigación 
experimental en rata albina Wístar, para verificar la siguiente hipótesis de 
trabajo: 
 
“Deben existir cambios cuantitativos y cualitativos de las neuronas 
NADHP-d a nivel de la corteza visual primaria en relación al envejecimiento” 
 
Para ello será prioritario identificar dichas neuronas en las diferentes 
capas de la corteza visual primaria y constatar sus modificaciones a lo largo de 
la vida. Consideramos que deben producirse cambios  que supongan una 
adaptación a la pérdida de neuronas.  
 
 Así pues, ésta fue la finalidad de nuestro estudio, analizar los cambios 
evolutivos que deben existir en  estas neuronas NADPH-d productoras de 
óxido nítrico en V1 en relación a la edad en la rata Wístar. Por lo que más que 
las cantidades de óxido nítrico, serán las neuronas NADPH-d las que se 
modificaran en la corteza visual de la rata Wístar en el envejecimiento. 
 






Con la realización del estudio propuesto se pretende alcanzar los 
siguientes objetivos: 
 
1. Localizar neuronas productoras de óxido nítrico en la 
corteza visual primaria o V1 en ratas de una semana de vida 
(consideradas jóvenes), ratas de tres meses de vida 
(consideradas adultas) y ratas de un año de vida (consideradas 
viejas).  
 
2. Analizar la densidad poblacional de neuronas NADPH-d en V1 y 
sus cambios en relación a la edad de la rata.  
 
3. Estudiar la distribución en las capas corticales en V1 de las 
neuronas NADHP-d y sus cambios en relación a la edad de la rata. 
  
4.  Determinar la orientación de estas neuronas respecto a la 
superficie de la corteza visual primaria y si se producen cambios de 
plasticidad neuronal en relación al envejecimiento cerebral en este 






























3.1.1. SELECCIÓN DE RATAS WÍSTAR 
 
Este trabajo lo hemos realizado en la “Unidad de Investigación 
Oftalmológica Santiago Grisolía”, adscrito a la Fundación de la Generalitat 
Valenciana para la Investigación del Hospital Dr. Peset de Valencia. 
Hemos utilizado como material en la investigación, la rata Wístar cuyo 
nombre científico es Ico: WI  (IOPS AF/Han). La rata Wístar pertenece al 
orden de “rodentia” y a la familia “muridae”, es la denominada “rata de 
laboratorio”, o “Rattus norvegicus”. Esta rata ha sido utilizada como animal de 
experimentación desde hace años, fue seleccionada por HH Donaldson en el 
Instituto Wístar de Estados Unidos a principio de siglo. Se trata de un animal 
polivalente desde el punto de vista experimental con una vida media de 
aproximadamente un año y medio que la hace especialmente útil en estudios 
de envejecimiento y de supervivencia, con lo que podemos ver los cambios 
evolutivos que se producen en su sistema neurológico desde el nacimiento 
hasta la vejez de la misma. Es un animal cuyo cerebro está perfectamente 
sistematizado en el mapa de Paxinos y cols. (1999)  lo que nos permite 
localizar con bastante precisión las áreas cerebrales de interés.  




Los animales utilizados en nuestro estudio se obtuvieron del animalario 
del Instituto de Biomedicina del Consejo Superior de Investigaciones 
Científicas de Valencia, en condiciones estándar. 
 Todos los experimentos se han realizado de acuerdo con las leyes de la 
Comunidad Europea para la investigación animal (86/609/EC; 24 Nov 1986) 
y con la aprobación de los responsables del centro donde se realizó el trabajo, 
así como del comité de investigación de dicho centro. 
 Se utilizaron pues, tres grupos de ratas albinas Wístar hembras en las que se 
estudiaron la corteza visual primaria en animales de una semana, tres meses y 
un año de vida. Dichas edades corresponden al periodo postnatal, edad adulta 
y vejez de la rata. Fueron estudiadas una serie de ratas en cada uno de los 
grupos consideradas aptas para el estudio, es decir, hubo ratas que no se 
consideraron aptas por diferentes motivos. Uno de ellos fue que hubieron 
cortes histológicos que no se fijaron adecuadamente en los portas y las 
tinciones no eran aptas para nuestro estudio. Por otro lado, en ratas viejas de 
un año de vida se detectaron en dos casos tumores cerebrales con lo que 
tampoco las utilizamos en nuestro estudio, en la imagen siguiente (Fig. III. 1.) 
se aprecia una tumoración que desplaza las estructuras cerebrales: 
 
 





Fig. III.1. Corte histológico de cerebro de rata Wístar teñido con Nissl de un año de 
edad en el que se aprecian tumoraciones que desplazan estructuras cerebrales 
(flechas) 
 
A continuación exponemos los datos de las ratas utilizadas en nuestra 
investigación especificando el peso de cada una de ellas y el tamaño del 
cerebro: 





3.1.1.1. Ratas de una semana de vida 
 
RATA EDAD PESO M.C.L. 
Rata 1 1 semana 11 gramos 12 mm 
Rata 2 1 semana 12 gramos 13 mm 
Rata 3 1 semana 11 gramos 11 mm 
Rata 4 1 semana 13 gramos 14 mm 
Rata 5 1 semana 12 gramos 13 mm 
Rata 6 1 semana 10 gramos 11 mm 
Rata 7 1 semana 12 gramos 11 mm 
Rata 8 1 semana 15 gramos 13 mm 
Rata 9 1 semana 10 gramos 12 mm 
Rata 10 1 semana 12 gramos 11 mm 
Rata 11 1 semana 13 gramos 12 mm 
Rata 12 1 semana 12 gramos 10 mm 
Rata 13 1 semana 14 gramos 14 mm 
Rata 14 1 semana 14 gramos 13 mm 
Rata 15 1 semana 12 gramos 10 mm 
 
M.C.L.: Medida cerebral longitudinal 
 





3.1.1.2.  Ratas de tres meses de vida: 
 
RATA EDAD PESO M.C.L. 
Rata 1 3 meses 183 gramos 19 mm 
Rata 2 3 meses 198 gramos 23 mm 
Rata 3 3 meses 205 gramos 22 mm 
Rata 4 3 meses 215 gramos 25 mm 
Rata 5 3 meses 173 gramos 20 mm 
Rata 6 3 meses 167 gramos 21 mm 
Rata 7 3 meses 171 gramos 20 mm 
Rata 8 3 meses 212 gramos 22 mm 
Rata 9 3 meses 214 gramos 22 mm 
Rata 10 3 meses 165 gramos 20 mm 
Rata 11 3 meses 184 gramos 21 mm 
Rata 12 3 meses 211 gramos 23 mm 
 
M.C.L.: Medida cerebral longitudinal 
 
 





3.1.1.3. Ratas de un año de vida: 
 
RATA EDAD PESO M.C.L. 
Rata 1 1 año 303 gramos 18 mm 
Rata 2 1 año 310 gramos 17 mm 
Rata 3 1 año 295 gramos 19 mm 
Rata 4 1 año 310 gramos 16 mm 
Rata 5 1 año 308 gramos 19 mm 
Rata 6 1 año 310 gramos 19 mm 
Rata 7 1 año 297 gramos 17 mm 
Rata 8 1 año 344 gramos 18 mm 
Rata 9 1 año 295 gramos 16 mm 
 
M.C.L.: Medida cerebral longitudinal 
 
 




3.1.2.-Sacrificio del animal 
Para el sacrificio del animal efectuamos de manera sistematizada en 
todos los animales los siguientes pasos: 
1. Cada rata a estudio fue anestesiada con cloroformo en un principio y 
cuando estuvo dormida se inyectó vía intraperitoneal en la mesa de 
estereotaxis dos anestésicos (0.5mL de ketamina y 0.5 mL diazepam). 
2. Con la rata completamente dormida, se realizaba toracotomía y 
apertura de la aurícula derecha. Posteriormente se procedía a realizar una 
perfusión con fosfato buffer 0.1 M, pH 7.4, a través del ventrículo izquierdo ya 
que de esta manera se sangraba al animal limpiando el árbol circulatorio hasta 
que por la aurícula salía la perfusión sin sangre (nuestro objetivo era obtener 
las muestras lo más exangües posibles para su adecuado procesamiento). 
3. Posteriormente, por la misma vía se perfundía paraformaldehído al 4% 
para realizar la fijación del cerebro. Es importante en este paso que se 
produjeran movimientos tónicos de la cabeza del animal “pseudoconvulsivos” 
puesto que ello nos aseguraba que el paraforlmadehído llegaba a la cabeza y 
por lo tanto que la fijación del tejido era la correcta. Una vez fijada, la rata era 
decapitada extrayendo cuidadosamente el cerebro con material quirúrgico 
adecuado. Se introducía el cerebro en el líquido fijador (paraformaldehído) y 
se añadía sacarosa al 30% durante 24h-48h a 4ºC en  nevera. 





4. Pasado este tiempo, se retiraba el cerebro del líquido fijador y se 
cortaba el polo frontal cerebral (el procedimiento se detalla posteriormente) 
para comenzar con los cortes en un área más cercana a la corteza visual 
primaria. 
5. Se situaba posteriormente el cerebro ya sin la región frontal cerebral 
en un  molde orientado longitudinalmente (como se aprecia en la Fig. III.2.) y 
se rellenaba con gel congelante (“Freeze Gel“ Cola para cortes de congelación 
referencia 071 11245)  para crear un bloque con el cerebro y poderlo congelar a 
-80ºC en un congelador “Haier ult freezer”. 
 
Fig. III.2. Cerebro de rata Wístar adulta en el molde preparado  para 
utilizar el gel congelante. Este procedimiento se llevaba a cabo de manera 
sistematizada en todos los animales estudiados. 




3.1.3.-Obtención de los cortes histológicos 
En la obtención de los cortes histológicos también se utilizaba una 
sistemática que se realizaba en cada uno de los animales a estudio. Para ello, 
tuvimos en cuenta las siguientes consideraciones:  
 
En el atlas de Paxinos y cols. (1999) el cerebro estándar mide 20mm, 
como en nuestro estudio los cerebros tenían medidas diferentes según la edad 
y características del animal, se realizaba una regla de tres para llegar al 
Bregma 5.6 (que es donde empieza a aparecer la V1) en cada cerebro y así 
empezar los cortes lo más cerca posible de este Bregma. Un ejemplo de ello 
sería, si  en el cerebro estándar de Paxinos el punto que nos interesa está a 
diez mm de la parte anterior del polo frontal, en un cerebro de 12mm de una 
rata de una semana de vida el punto que nos interesa estará a “X” mm de 
dicha área.  
Así pues: 
20 mm   10 mm 
12 mm    X mm   X= 6 mm 
 




Sin embargo, en realidad retirábamos un milímetro menos del 
calculado (en este caso sería 5 mm) es decir, comenzábamos los cortes 
seriados un poco antes de llegar al Bregma deseado para así asegurarnos de 
que en todos los casos se estudiaba toda el área visual primaria en su total 


















Una vez ya teníamos el cerebro congelado y preparado adecuadamente se 
colocaba en el molde del micrótomo Microm HM 550 para proceder a realizar 









Fig. III.4a Microtomo de 
congelación Microm HM 550 
 
Fig. III.4b. Cerebro de rata 
Wístar congelado preparado para 
realizar los cortes histológicos 
seriados (flecha)  
 
Se hicieron secciones coronales cerebrales longitudinales , en sentido 
anteroposterior cerebral, de 50 micras de espesor de manera seriada. 
Se disponían de manera seriada un primer corte histológico en un 
portaobjetos y los cuatro siguientes seriados correspondientes en placas de 
Petri con tampón fosfato (como se aprecia en la Fig. III.5.). De manera que se 




procedía a la tinción con la Técnica de Nissl para el corte del portaobjetos y la 
tinción con la Técnica de NAPDH-d para los cuatro cortes del pocillo. Así 
pues, posteriormente se realizaba la localización anatómica gracias a la tinción 
de Nissl y de esta manera en esta misma localización anatómica se situaban 








Fig. III.5. Criostato que en la parte superior se observan  los portaobjetos  para la 
tinción de Nissl y las placas de Petri  correspondientes (con cuatro cortes 
histológicos en cada de una de ellas en tampón fosfato previo a la tinción de 
NADPH-d) 




3.1.4.-Atlas de estereotaxis y quimioarquitectónico del 
cerebro de rata de Paxinos 
Hemos utilizado estos atlas para la localización de las áreas a estudio, ya 
que los esquemas y las tinciones están referenciados con respecto al punto 
Bregma craneal, situándonos en la zona adecuada.  
  A continuación se exponen tres esquemas de Bregmas del atlas de 
estereotaxis de Paxinos y cols. (1999)  en los que se aprecia en el primero de 
ellos: Bregma 5.6 (Fig. III.6.) que es donde empieza el área visual primaria y  
Bregmas de regiones posteriores cerebrales (Fig. III.7. y Fig. III.8.) en donde 





























Fig. III.8. Bregma 8.80 






3.2.1. TÉCNICAS DE TINCIÓN HISTOQUÍMICA 
 
3.2.1.1. Técnica histoquímica para optimizar la localización del área 
visual primaria en el cerebro de la rata Wístar: Tinción de Nissl 
 
La tinción de Nissl es una técnica gracias a la cual se observan estructuras 
de núcleos y áreas cerebrales con bastante precisión, así pues, dicha tinción 
nos permitía cotejar cada corte teñido con Nissl con el mapa de Paxinos y así 
se localizaba el área a estudio con mayor exactitud. De esta manera, 
localizábamos el Bregma en el que nos encontrábamos con la tinción de Nissl 
y  a éste Bregma le correspondía también los cuatro cortes siguientes seriados 
que se habían teñido con NADPH-d. 
 
Para la tinción de Nissl el protocolo utilizado fue el siguiente: 
1. 3 minutos en alcohol 70º 
2. 15 segundos en H2O destilada 
3. 2-10 minutos en violeta de cresilo en solución acuosa al 1% (en nuestras 
tinciones: 3-4 minutos) 
4. 30 segundos en H2O destilada—2 repeticiones 




5. 1 minuto en  alcohol 50º 
6. 1 minuto en  alcohol 70º 
7. Un baño en alcohol 96º + ácido acético 1% (unas gotas), durante un 
tiempo variable (a ojo), con lo que se consigue diferenciar los somas 
neuronales. 
8. 2 minutos  en alcohol 100º 
9. Un baño de cloroformo, durante un tiempo variable (a ojo), para 
diferenciar la sustancia blanca. 
 
En las figuras siguientes (Fig. III.9.  y  Fig. III.10.) se aprecia la 
comparativa entre el corte histológico de cerebro de rata Wístar teñido con 
Nissl en el que se pueden localizar diferentes áreas cerebrales y el esquema de 
Paxinos en donde también las encontramos, de esta manera se ha localizado el 





















Fig. III.9. (arriba) y Fig. III.10. (debajo) Corte histológico de cerebro 
de rata Wístar adulta teñido con Nissl en el que se aprecia el Bregma 6.04 y 
esquema de Paxinos en los que se aprecian las áreas cerebrales: 
1. Núcleo geniculado medial 
2. Gyrus dentado 
3. Hipocampo 















3.2.1.2. Técnica histoquímica para optimizar la localización de las 
células NADPH-diaforasa a estudio: Tinción de la NADPH-diaforasa 
 
Una vez obtuvimos los cortes de cerebro y se procedió a localizar las 
zonas de interés con la técnica anterior, comenzamos con el proceso de tinción 
para la NADPH-diaforasa y así pudimos localizar las células que contenían 
dicha enzima. Se utilizó la técnica de tinción de Ellison y cols. (1987) que a su 
vez es una modificación de la utilizada por Scherer-Singler y cols. (1983). 
Dicha técnica consiste en incubar los cortes obtenidos en una solución de 
NADPH durante aproximadamente 1 hora a 37º y agitación continua. La 
solución de NADPH contiene Trixón x-100 al 0.5%, Tetrazolio nitroblue 0.08 
mM y B-NADPH 1mg/ml. Tras la incubación se observa un color azulado.  
Posteriormente se procede al lavado con tampón fosfato hasta que el líquido 
esté transparente. A continuación se detalla el proceso: 
Técnica histoquímica de NADPH-diaforasa: Según método Ellison y cols. 
(1987). 
1. Secciones incubadas 2h a 37ºC en un medio con Tampón Tris-HCl pH: 8 
0,1M con 0,8% Tritón X-100, Malato monosódico 8mM, NADPH 1mM y 
NTB 0,8mM. 
2. Lavar con Tampón Fosfato1, 125M --- repetir 3 veces. 
3. Montar en portas gelatinizados y dejar secar. 




En las imágenes adjuntas se aprecia el área a estudio con las neuronas y 
axones NADPH-diaforasa en la Fig. III.11. y en la Fig. III.12. se aprecian dos 









Fig. III.11 Área visual primaria de cerebro de rata Wístar teñido con 
NADPH-d  con la zona rectangular marcada en zona central de V1.Se realizó 
el contaje de neuronas y axones NADPH-d del interior de dicha área 
(flechas) 












Fig. III.12. Dos neuronas NADPH-diaforasa en cerebro de rata Wístar 
adulta teñido con NADHP-d y su sinapsis (flecha) 
 
Una vez obtenidos los cortes histológicos teñidos con NADPH-d se 
enumeraron de manera seriada con la correspondencia con su portaobjetos de 
tinción de Nissl. Todos los cortes se codificaron de manera que cada 
portaobjetos podía localizarse tanto en Nissl como en NADPH-d y con el 
número correspondiente de la rata a la que pertenecían. 
En la imagen adjunta (Fig. III.13.) se observan portaobjetos que 
corresponden al mismo Bregma, en el superior se observa la tinción de Nissl y 
en el inferior la tinción con NADPH-d con los cuatro cortes seriados 
consecutivos correspondientes: 










Fig. III.13. Portaobjetos en imagen superior con tinción de Nissl y 
portaobjetos inferior con los cortes de cerebro de rata Wístar adulta, son 
cortes seriados consecutivos correspondientes a ese Bregma teñidos con 
NADPH-d 
 
Así pues, en la imagen inferior (Fig. III.14.) se muestran en los 
portaobjetos las tinciones con NADPH-d desde el Bregma 5.6 hasta el área 





Fig. III.14. Cortes histológicos 
seriados de cerebros de Rata 
Wístar adulta teñidos con 
NADPH-d 
 




3.2.2. OBTENCIÓN DE LAS IMÁGENES 
 
Para la localización del corte teñido, utilizábamos un microscopio 
NIKON SMZ 1500 (Fig. III.15. y Fig. III.18) mediante el cual podíamos ver 
el corte histológico en su totalidad y ubicarnos gracias a las estructuras 
cerebrales teñidas con Nissl en el Bregma 5.6.  A partir de dicho Bregma 
seguíamos con los siguientes de manera seriada hasta el final de V1.  Una vez 
garantizada la localización, identificamos las células NADPH-d con los cortes 
correspondientes a cada Bregma. Así pues, mediante este microscopio 
teníamos una imagen macroscópica del corte y pudimos ir codificando cada 








Fig. III.15. Microscopio NIKON SMZ 1500 




La imagen siguiente superior (Fig. III.16.) corresponde a un esquema a 
nivel del Bregma 5.6 donde empieza el área visual primaria; la inferior (Fig. 
III.17.), mediante la técnica de Nissl, al área señalada en el mapa de manera 






Fig. III.16. Bregma 5.60 del mapa cerebral de rata de Paxinos donde 






Fig. III.17. Tinción de Nissl de corte histológico de cerebro de rata Wístar 
adulta con el área visual primaria destacada (1) en el Bregma 5.60 del mapa 
de cerebro de rata de Paxinos 
1 
1 





Una vez ya teníamos todos los cortes codificados con su Bregma 
correspondiente utilizábamos otro microscopio de mayor aumento para ir 
obteniendo las imágenes histológicas donde realizar el estudio de las neuronas 
NADPH-d. 
Para la obtención de dichas imágenes, se utilizó el microscopio LEICA 
DMLB (Fig. III.19.)  mediante el cual se obtuvieron fotografías con aumento 
de x 10 de la zona central del área V1 de manera sistematizada en todos los 
cortes analizados. Una vez obtuvimos las imágenes procedimos a su 







Fig. III.18.  Microscopio NIKON SMZ 1500 y localización del Bregma del 
corte histológico teñido con Nissl con el mapa de cerebro de rata de Paxinos 
 











Fig. III.19. Microscopio LEICA DMLB en el que se obtenían las imágenes del 
área visual primaria del cerebro de rata Wístar con la tinción de  NADPH-d 
(aumento X 10) 
 
Con el microscopio Leica DMLB obteníamos las imágenes que 
correspondían al área visual primaria, se localizaba dicha área cerebral y se 
hacía una foto con aumento de x10 de la zona central de dicha área en cada 
corte histológico (siempre del lado derecho cerebral para que las muestras 
fuesen comparativas entre ellas). En las imágenes siguientes se observan 
diferentes ampliaciones de un mismo corte histológico de cerebro de rata 
Wístar adulta teñido con NADPH-d (Fig. III.20.; Fig. III.21. y Fig. III.21.): 
 















                     Fig. III.22.  
Fig. III.20.; Fig. III.21. y Fig. III.22.  Diferentes ampliaciones del mismo 
corte cerebral de rata Wístar adulta teñido con NADPH-d obtenidos con el 
microscopio LEICA DMLB. En las figuras III.20. y III.21. se ha marcado el 
área que corresponde al área visual primaria.  En la figura inferior Fig. 
III.22. el aumento es X 10 y corresponde al área visual primaria 




3.2.3. ANÁLISIS DE LAS IMÁGENES 
 
Todas las imágenes se obtuvieron también de manera seriada y fueron 
codificadas con sus portaobjetos correspondientes. Como cada uno de los 
portaobjetos de NADPH-d ya estaban identificados con el Bregma 
correspondiente, nos apoyábamos con copias de las láminas del atlas 
estereotáxico de Paxinos. 
Se localizaba el área V1 en cada corte y se fotografiaba la zona central de la 
misma con un microscopio Leica DMLB con un aumento de x 10.  
Como los límites de la V1 en la rata no son precisos, para hacer el 
recuento de las neuronas NADPH-d , se marcó un área constante rectangular 
(Fig. III.23.) en todos los cortes que medía 480 micras x 540 micras, con una 
superficie constante de 259.000 micras al cuadrado, o sea, una superficie de 
0.259 milímetros cuadrados, para llegar a todas las capas de la corticales 
dentro de V1, independientemente del tamaño del cerebro (ya que 
utilizábamos ratas de diferentes edades y los cerebros tienen diferentes 
tamaños) y del tamaño del área V1 en cada corte (el tamaño de V1 varía a lo 
largo de la corteza cerebral en una misma rata, ver Fig. III.24. y Fig. III.25.).  
De esta manera, se podía posteriormente hacer un contaje neuronal en el 
interior de dicha área rectangular marcada (480 x 540 micras) en el que los 
resultados fueran comparables entre todas las muestras. Así pues, las 




densidades poblacionales neuronales que se obtuvieron fueron 
comparables.  
 
Fig. III.23. Área rectangular constante  de 480 x 540 micras marcada en 
cada imagen obtenida con el microscopio LEICA DMLB (aumento x 10), en la 
zona central del área V1 de corte histológico cerebro de rata Wístar adulta 








El contaje se realizó siempre en el mismo hemisferio cerebral (en el 
derecho) y en el mismo punto (zona central del área V1) para evitar posibles 
efectos de laterización que pudiesen sesgar los resultados. 
En las imágenes siguientes (Fig. III.24. y Fig. III.25) se aprecian cortes de 
diferentes tamaños  de la misma rata Wístar adulta según el nivel de  la 
sección coronal realizada , por ello se midió un área constante en todos los 
cortes para evitar el sesgo de diferentes tamaños del área V1 en una misma 
rata. Son cortes histológicos cerebrales seriados en sentido anteroposterior 
que muestran el diferente tamaño de V1 según la sección, siendo mayor el área 
V1 en las secciones finales en sentido anteroposterior cerebral. Así pues, se 
midió el área constante central rectangular de 480 x 540 micras en el área 
central de V1 de cada corte, para poder tener muestras comparables entre 
ellas.  










Fig. III.24. Corte cerebral de rata Wístar adulta teñido con NADPH-d 
correspondiente al Bregma 5.60 donde comienza el área visual primaria ó V1 








Fig. III.25. Corte cerebral de rata Wístar adulta teñido con NADPH-d 
correspondiente al Bregma 7.30 en áreas finales del área visual primaria ó V1 
(rectángulo) según cortes seriados cerebrales en sentido anteroposterior coronal 
longitudinal. Este corte es de la misma rata que el corte de la Fig. III.24. Se 
aprecian las diferentes dimensiones del área V1 según el nivel de corte histológico 
si comparamos ambas figuras 
 
 




Las neuronas fueron contabilizadas y ubicadas en cada capa de la 
corteza visual y además se detalló la orientación de cada neurona según si 
eran verticales u horizontales dentro del área estudiada respecto a la 
superficie de la corteza cerebral. Para ello, utilizamos un esquema para cada 
corte (Fig. III.26.), en el que a manera de gráfico se marcaba la situación y la 
posición de cada neurona. Aprovechábamos este mismo esquema para 








Fig. III.26. Esquema de un corte para contabilizar neuronas NADPH-d 
siendo coloreadas de azul las horizontales y de rojo las verticales. Los axones 
NADPH-d también se contabilizaron y se colorearon de amarillo los 
verticales y de marrón los horizontales. Se contabilizaron sólo los que se 
encontraron dentro del área rectangular de medición constante de 480 x 540 
micras, en la zona central de V1 de todos los cortes histológicos de cerebro de 
rata Wístar teñidos con NADPH-d 
 




En el sistema de recuento de perfiles neuronales se consideró aquella 
neurona que tuviera todo el soma en la capa correspondiente desechando 
aquellos elementos que no siguieran este criterio. Los axones que hemos 
contado, los identificamos siguiendo los criterios de la definición de axón. Se 
consideraron la capa I y la capa II por un lado como un primer grupo, un 
segundo grupo con las capas III y IV; por último, el tercer grupo eran las capas 
V y VI como se aprecia en las imágenes inferiores (Fig. III.27.Superior. y Fig. 
III.27.Inferior). De esta manera, se contabilizaron las neuronas que 
pertenecían a cada grupo y se especificó su orientación. 
Cuando se tenía el recuento de todos los cortes de una rata, contábamos 
el total de neuronas y axones horizontales por grupo de capas; lo mismo 
hacíamos con las neuronas y axones verticales. Este recuento total lo 
transcribíamos a una hoja de cálculo Excell para el estudio estadístico (ver 



















Fig. III.27.Superior y Fig. III.27.Inferior  Zona 
central del área V1 marcada con el área rectangular 
constante de contaje con neuronas y axones NADPH-d. Se 
aprecia la clasificación de las capas de la corteza cerebral 








Capa I y II 
Capas III y IV 
Capas V y VI 
Capa I y II 
Capas  III y IV 























 Breve introducción a los resultados generales del estudio 
 
Con la metodología expuesta en el capítulo correspondiente hemos 
localizado todos los cortes cerebrales obtenidos con el atlas topográfico del 
cerebro de rata de Paxinos. En este atlas hemos estudiado el área visual 
primaria que comienza en el Bregma 5.60 (Fig. IV.1.) y continua hasta el final 
de la corteza, es decir comienza en este bregma y luego el área visual nos 
aparece en todos los cortes histológicos hasta que termina el área occipital. Así 
pues, a cada corte histológico le hemos asignado un esquema del atlas de 
Paxinos (Fig. IV.2a., Fig. IV.2b. y Fig. IV.3.) de manera que hemos realizado el 
contaje de neuronas y axones de toda el área visual en cada cerebro 







Fig. IV.1. Bregma 5.60 del mapa topográfico del cerebro de rata de Paxinos. Se 
aprecia el área V1 coloreada 










Fig. IV.2a. Bregma 5.60 de corte histológico de cerebro de rata Wístar 
adulta teñido con la técnica de Nissl para la localización anatómica. Se 








Fig. IV.2b. Bregma 5.60 en corte histológico de cerebro de rata Wístar 
adulta teñido con la técnica histoquímica NADHP-d. Se marca el área V1 en 
el rectángulo 











Fig. IV.3. Ampliación del corte histológico de cerebro de rata Wístar adulta teñido 
con NADPH-d en el que se aprecia el área visual primaria (V1) entre las dos líneas 
marcadas en el Bregma 5.60 
 
En cada corte histológico, tras localizar el área visual y el Bregma, hemos 
utilizado un área constante en todas las muestras de 480 x 540 micras que 
hemos marcado en la zona central del área visual de cada uno.  
Posteriormente, hemos realizado el contaje de neuronas y axones que están en 
el interior de dicha área, por tanto, nuestros resultados son de “densidad 
neuronal o axonal”. Esta área constante nos permitió que los resultados 
que obtuvimos en las muestras de diferentes tamaños cerebrales y en 
diferentes Bregmas de un mismo cerebro fueran comparables entre sí. En 
cada esquema hemos marcado simbólicamente las neuronas y axones 
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encontrados así como la orientación y su posición la corteza, de modo que esta 
metodología nos facilitó el recuento total y el estudio de la distribución 








Fig. IV.4. Esquema para el marcado de los elementos encontrados en el área de 
recuento: neuronas horizontales en azul, neuronas verticales en rojo, axones 
verticales en amarillo y axones horizontales en marrón 
 
En cuanto al análisis de los datos hallados, en cada corte histológico 
hemos observado el hecho de que las neuronas NADPH-d las encontrábamos 
dispuestas según su soma, unas en posición vertical y otras en posición 
horizontal respecto a la superficie de la corteza. De igual forma, en los axones 
hemos observado también que se encontraban en disposición vertical o en 
horizontal respecto a la corteza. Por tanto, se diferenció el contaje de neuronas 
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y axones según si su orientación era vertical u horizontal (“V” son verticales y 
“H” horizontales). 
Como hemos comentado en el apartado de “Material y Métodos” las 
capas se han dividido en tres bloques para facilitar su estudio por capas 
corticales. Así pues, por una lado están las “Capas 1  y  2” de la corteza con su 
contaje en común configurando el primer bloque de capas corticales más 
superficiales, por otro lado, las “Capas 3 y 4” (configurando el segundo 
bloque de capas corticales medias) y finalmente,  el último bloque estudiado 
es el de las “Capas 5 y 6” de la corteza visual, que son las más profundas.  
En cuanto a la edad de las ratas para ver los cambios evolutivos en el 
tiempo, hemos hecho el estudio en tres estadios de edad de manera que, “T1” 
corresponde a las ratas de una semana de vida (periodo postnatal), “T2” 
corresponde a ratas de tres meses de vida (que podemos considerar adultas) y 
“T3” son las ratas de un año de vida (consideradas viejas). De esta manera 
hemos analizado en primer lugar cada estadio por separado y posteriormente 
hemos cruzado los datos para ver las diferencias entre ellos y poder ver los 
cambios evolutivos de la densidad neuronal y axonal NADPH-d con la edad.  
Una vez realizado el recuento de las preparaciones histológicas  hemos 
obtenido una serie de datos que hemos dispuesto en tres tablas (una por cada 
estadio de edad) y en cada una de ellas se ha efectuado el estudio cuantitativo 
y distributivo de densidad neuronal y axonal en las diferentes capas de la 
corteza visual V1. Con los datos obtenidos se ha hecho el recuento total de 
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cada elemento (neurona o axón vertical u horizontal) en términos absolutos 
en cada bloque de capas corticales y posteriormente se ha calculado la media 
con su desviación estándar. 
 Para facilitar la exposición de los datos obtenidos hemos utilizado dos 
tipos de tablas que explicamos a continuación:  
· Tablas de frecuencias absolutas:  
Son tablas que recogen el número de veces que se ha observado un 
número determinado de neuronas o axones (son el encabezado de 
columna) en cada uno de los estadios temporales. Los datos aparecen 
desglosados por orientación (neuronas o axones horizontales y verticales) 
y el recuento total. La última columna de estas tablas  corresponde al 
número observado total de neuronas o axones en cada caso, no a la suma 
de frecuencias. 
· Tabla de frecuencias relativas (%): 
Son  tablas que recogen los datos que se obtienen en referencia al 
conjunto global de neuronas o axones observados. En cada caso se ha 
dividido el número de neuronas o axones observados por el total de 
neuronas o axones correspondiente. La última columna de estas tablas 
corresponde a la media y desviación estándar de los datos. 
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Además, en el segundo apartado de Resultados  en el que se analizan los 
elementos estudiados en los tres estadios de edad se describen los datos 
utilizando gráficas de diagramas de barras y densidades: 
· Diagramas de Barras:  
En estos diagramas  el eje de abscisas corresponde al número de 
neuronas o axones  que se observan y  el eje de ordenadas corresponde al 
número de individuos (ratas). 
· Diagramas de líneas de densidad:  
En estos diagramas se representan las medias  de densidad (tasa 
porcentual) estimada del recuento de neuronas o axones 
En resumen, en la primera parte de Resultados se analizan los datos 
obtenidos en cada estadio según los recuentos totales y las medias con sus 
desviaciones estándar encontradas. En la segunda parte, hemos analizado los 
resultados obtenidos teniendo en cuenta cada elemento por separado, 
neuronas o axones, en los tres estadios de edad. Y posteriormente, en la 
tercera parte, hemos utilizado el “Test de Wilcoxon” en los datos del 
estudio evolutivo para comparar a pares los diferentes estadios de edad de la 
rata. De esta manera hemos comparado neuronas y axones por diferentes 
capas entre dos edades distintas para ver los cambios que existían en 
relación a la edad y su significancia estadística (es decir, la 
confianza que tenemos en que las diferencias encontradas sean 
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ciertas). Por último, en el cuarto apartado de  Resultados, hemos querido 
explicar el estudio morfológico que hemos observado en las muestras 
obtenidas.  
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4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO DE LOS RESULTADOS 
OBTENIDOS EN CADA ESTADIO DE EDAD 
 
4.1.1. Resultados en ratas Wístar de una semana de vida o 
T1: 
 
En las ratas de una semana de vida hemos realizado el contaje de 
neuronas y axones en los tres bloques de capas corticales y a continuación 
expondremos los resultados de la densidad de ambos elementos en el área 
estudiada.  
En el contaje total en términos absolutos de neuronas hemos hallado 544, 
de las cuales 235 eran neuronas horizontales y 309 eran verticales en su 
orientación respecto a la superficie de la corteza cerebral (ver Tabla IV.1., en el 
encabezado se recoge el número de veces que se observa un número 






Tabla IV.1. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T1 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 0 235
Verticales 1 3 2 14 13 12 10 4 4 2 1 309
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 544
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 0 161
Verticales 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 9 19 21 12 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 286
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 0 118
Verticales 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0 70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
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Además, hemos calculado las medias con sus desviaciones estándar de 
los datos obtenidos de manera que, la media de neuronas horizontales en V1 
fue de 3.56 ± 2.11 y la media con su desviación de las verticales fue de 4.68 ± 
2.05. Por último, en el contaje global de neuronas tanto de verticales como 
















0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T1 4.5 12.1 18.2 13.6 25.8 9.1 6.1 6.1 1.5 3
T2 9.9 18.3 32.4 21.1 11.3 7 0 0 0 0
T3 13.8 24.1 27.6 17.2 13.8 3.4 0 0 0 0

Neuronas Verticales (%)
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T1 1.5 4.5 3 21.2 19.7 18.2 15.2 6.1 6.1 3 1.5
T2 14.1 21.1 46.5 11.3 7 0 0 0 0 0 0
T3 32.8 27.6 27.6 10.3 1.7 0 0 0 0 0 0

TOTAL Neuronas (%)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
T1 0 0 1.5 3 12.1 18.2 9.1 13.6 12.1 9.1 7.6 4.5 3 3 3
T2 0 12.7 26.8 29.6 16.9 7 4.2 2.8 0 0 0 0 0 0 0
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Así pues, podemos afirmar que según nuestras observaciones, 
globalmente, en las ratas de una semana de vida existe una mayor 
densidad poblacional neuronal de neuronas verticales NADPH-d 
que de neuronas horizontales (Fig. IV.5. y Fig. IV.6). 
A continuación analizaremos qué distribución tienen estas neuronas 
NADPH-d en las diferentes capas de la corteza visual V1 diferenciando entre 
neuronas horizontales y verticales. 
 En primer lugar hablaremos de las neuronas horizontales en T1. 
Según nuestras muestras histológicas hemos encontrado un total de 42 
neuronas horizontales NADPH-d en T1 en las capas superficiales de la 
corteza 1 y 2. En las capas 3 y 4 hemos hallado un total de 110 neuronas, y 
finalmente, en las capas profundas 5 y 6 hemos encontrado 83 (ver Tabla 
IV.3.). Posteriormente hemos calculado las medias con su desviación estándar 
de los datos encontrados obteniendo los siguientes resultados (ver Tabla 
IV.4.): 
- En las capas 1 y 2 se encontró de media 0.64 ± 1.03 
- En las capas 3 y 4 la media fue de 1.67 ±1.88 
- En las capas profundas 5 y 6 la media fue de 1.26 ± 1.35  







Tabla IV.3. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas horizontales en T1 por 










Tabla IV.4. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales  en T1 por 




0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
Capa 3/4 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
Capa 5/6 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83
Neuronas Horizontales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 54 12 5 0 0 0 0 0 0 0 22
Capa 3/4 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
Capa 5/6 19 21 19 10 2 0 0 0 0 0 97
Neuronas Horizontales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 10 5 0 1 0 0 0 0 0 24
Capa 3/4 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52
Capa 5/6 26 22 10 0 0 0 0 0 0 0 42
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Por tanto, según nuestros resultados podemos decir que las neuronas 
NADPH-d horizontales en T1 son más numerosas en las capas 
medias y profundas de V1 (Fig. IV.7. y Fig. IV.8.).  
 
En segundo lugar, exponemos los datos obtenidos en las neuronas 
verticales en T1.  
Así pues, en el estudio de la distribución por capas de la corteza visual en 
el caso de las neuronas verticales NADPH-d en T1 los resultados han 
sido distintos. En términos absolutos hemos encontrado en las capas 1 y 2 de 
la corteza un total de 140 neuronas verticales. En las capas 3 y 4 el total fue de 
124 neuronas mientras que descendió en las capas profundas 5 y 6 a un total 
de 45 neuronas verticales (ver Tabla IV.5.). 
 
 A continuación se hizo el cálculo de las medias con sus desviaciones 
estándar de los datos obtenidos (ver Tabla IV.6.): 
- En las capas 1 y 2 fue de  2.12 ± 1.7 
- En las capas 3 y 4 fue de 1.88 ± 1.36  
- En las capas 5 y 6  fue de 0.68 ± 0.91  








Tabla IV.5. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas verticales  en T1 por 











Tabla IV.6. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T1 por 
capas corticales en V1 
Neuronas Verticales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 11 15 18 10 6 3 2 0 1 0 140
Capa 3/4 10 19 19 8 7 3 0 0 0 0 124
Capa 5/6 36 19 8 2 1 0 0 0 0 0 45
Neuronas Verticales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 40 23 7 1 0 0 0 0 0 0 40
Capa 3/4 28 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
Capa 5/6 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23
Neuronas Verticales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29
Capa 3/4 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32
Capa 5/6 51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 9




Por tanto, podemos afirmar que según nuestros datos las neuronas 
verticales NADPH-d en T1 tienen una mayor densidad en su 
población en las capas más superficiales  de la corteza mientras 
que descienden en capas medias para prácticamente existir muy 










Fig. IV.5. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el 
área de contaje en el que se aprecia la mayor densidad de neuronas 

















Fig. IV.6. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje  en el que se aprecia la mayor densidad de neuronas verticales (flecha) 









Fig. IV.7. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d horizontales (flecha) en las 
capas medias y profundas de V1 











Fig. IV.8. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d horizontales (flecha) en las 
capas medias y profundas de V1 
 
En segunda instancia, se ha hecho un estudio de la densidad de 
elementos axonales NADPH-d positivos de manera que se ha realizado un 
contaje en términos absolutos de su densidad globalmente y posteriormente 
hemos analizado su distribución por capas de la corteza (realizando la misma 
sistemática que hemos descrito anteriormente en neuronas). 
 Así pues, hemos hallado un total de axones horizontales de 204 mientras 
que de axones verticales se han hallado 790 siendo el contaje global de los 
mismos de 994 axones (ver Tabla IV.7.). 
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En el cálculo de las medias globales los resultados fueron en el caso de 
axones horizontales una media de 3.09 ± 2.93 mientras que en axones 
verticales se la media resultó 11.97 ± 3.52 siendo la media global de los 














Tabla IV.8. Tabla de frecuencias relativas de axones en global en T1 
 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 16 4 8 14 11 5 2 2 0 0 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 0 0 0 0 0 2 2 1 1 6 13 11 6 5 6 2 3 4 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 0 0 0 0 0 1 0 3 6 4 5 7 9 5 7 5 1 2 2 2 2 2 1 1 1 994
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 226
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 10 9 28 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
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Por tanto, podemos afirmar según nuestros datos que se encuentran 
numerosos elementos axonales en las muestras estudiadas pues 
son prácticamente  el doble que las neuronas en la media de su 
densidad de población en T1. Por otro lado,  globalmente son más 
numerosos los axones verticales que los horizontales a los cuales 
prácticamente los cuadruplican en T1. 
A continuación analizamos la distribución por capas de los elementos 
axonales según su orientación.  
En el caso de los axones horizontales NADPH-d en T1 la 
distribución encontrada es la siguiente. En las capas 1 y 2 no se han 
encontrado axones horizontales en las muestras observadas en nuestro 
estudio. Por otro lado sí hemos encontrados en las capas medias 3 y 4 siendo 
un total de axones de 107 mientras que en las capas 5 y 6 el total fue de 97 (ver 
Tabla IV.9.).  
En el cálculo de la media de densidad axonal los resultados fueron (ver 
Tabla IV.10.):  
- En las capas 1 y 2 no se encontraron axones horizontales 
- En las capas 3 y 4 la media con su desviación estándar fue 1.62 ± 2.89 
- En capas 5 y 6 la media fue de 1.47 ± 2.02  
 
 







Tabla IV.9. Tabla de frecuencias absolutas de axones horizontales  en T1 











Tabla IV.10. Tabla de frecuencias relativas de axones horizontales en T1 
por capas corticales en V1 
 
Axones Horizontales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 66 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 3/4 43 1 5 3 6 3 1 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 107
Capa 5/6 33 5 10 10 5 2 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 97
Axones Horizontales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 3/4 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 5/6 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Axones Horizontales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 3/4 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Capa 5/6 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Por tanto, se puede afirmar que según nuestro estudio no se observan 
axones horizontales NADPH-d en las capas superficiales de la 
corteza en V1 en T1. Sin embargo, los axones horizontales sí se 
encuentran en las capas medias y profundas de la corteza visual 
primaria aunque la media de densidad de población es pequeña 
en estas capas.  
En el estudio de la distribución por capas de la corteza de los axones 
verticales NADPH-d en T1 los resultados hallados son los siguientes. 
 En términos absolutos, hemos hallado un total de 562 axones verticales 
en las capas 1 y 2, es decir, existe una población muy numerosa de los mismos 
en estas capas. Por otro lado, el contaje total en las capas 3 y 4 descendió a 195 
axones y finalmente, en las capas profundas 5 y 6 el resultado que hallamos 





Tabla IV.11. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales  en T1 
por capas corticales en V1. 
Axones Verticales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 0 0 0 0 1 2 12 12 10 11 12 2 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 1 562
Capa 3/4 22 1 5 8 9 8 9 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 195
Capa 5/6 55 2 2 3 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 33
Axones Verticales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 7 4 32 24 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 156
Capa 3/4 33 11 23 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 69
Capa 5/6 70 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Axones Verticales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 TOTAL
Capa 1/2 12 17 22 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 82
Capa 3/4 46 7 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17
Capa 5/6 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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En el cálculo de las medias con sus desviaciones estándar encontramos 
que (ver Tabla IV.12.): 
- En las capas 1 y 2 la media fue de 8.52 ± 3.01 
- En las capas medias 3 y 4 fue de 2.95 ± 2.51  












Tabla IV.10. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales en T1 por 
capas corticales en V1 
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Por todo ello, se puede afirmar que según los resultados que hemos 
obtenido, los axones verticales  NADPH-d tienen una gran densidad 
de población en las capas superficiales de la corteza siendo los 
elementos más numerosos en ellas mientras que desciende su 
densidad a la mitad aproximadamente en capas medias para casi 
desaparecer en capas profundas de la corteza de V1 en T1.  
En las imágenes siguientes se puede observar los resultados que hemos 









Fig. IV.9. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con 
el área de contaje en el que se aprecian numerosos elementos axonales 
(flecha) NADHP-d verticales predominando en las capas corticales 
superficiales de V1 
 










Fig. IV.10. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales (flecha) en las capas 









Fig. IV.11. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d horizontales (flecha) en las capas 
medias y profundas de V1 











Fig. IV.12. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T1 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales en capas superficiales 
(flecha horizontal)  y axones horizontales en las capas medias y profundas de 
V1(flecha vertical) 
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4.1.2. Resultados en ratas Wístar de tres meses de vida o 
T2: 
En las ratas de tres meses de vida consideradas adultas, hemos realizado 
el contaje de neuronas y axones en el área estudiada de V1 con la misma 
sistemática expuesta en el apartado anterior de manera que, a continuación se 
detallaran los resultados obtenidos. 
Se ha realizado el contaje total de neuronas en términos absolutos en 
todas las capas obteniendo un total de 286 neuronas de las cuales 161 
neuronas fueron horizontales respecto a la superficie de la corteza y 125 






Tabla IV.11. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T2 
 
Además, se calcularon las medias con sus desviaciones estándar como en 
el apartado anterior de manera que con los siguientes resultados la media de 
neuronas totales en este estadio fue de 4.03 ± 1.44. Si las diferenciamos según 
su orientación la media de densidad de neuronas  horizontales fue de 2.27 ± 
1.35 mientras que en las verticales fue de 1.76 ± 1.06 (ver Tabla IV.12.). 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 0 235
Verticales 1 3 2 14 13 12 10 4 4 2 1 309
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 544
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 0 161
Verticales 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 9 19 21 12 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 286
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontal s 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 0 118
Verticales 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0 70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL


















Tabla IV.12. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global en T2 
 
Así pues, según estos datos se puede afirmar que se produce una 
disminución del número global de neuronas NADPH-d en ratas 
adultas respecto a las de una semana de vida siendo la media 
global de neuronas aproximadamente la mitad de las observadas 
en el periodo postnatal.  
Por otro lado, en ratas adultas las neuronas horizontales tienen 
una mayor densidad poblacional que las verticales (en los siguientes 
apartados  de Resultados se compararan los diferentes estadios entre sí 
además de calcular la significación estadística de los cambios evolutivos 
observados). 
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Posteriormente, se estudiaron las neuronas verticales y las horizontales 
por separado analizando las diferencias entre las capas de la corteza. 
 En el caso de las neuronas horizontales  NADPH-d en T2 se 
encontró en términos absolutos en las capas 1 y 2 de la corteza un total de 22 
neuronas , en las capas 3 y 4 de la corteza se encontraron 42 neuronas 






Tabla IV.13. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas 
horizontales en T2 por capas corticales en V1 
 
Se calcularon posteriormente las medias con sus desviaciones estándar 
teniendo los siguientes resultados (ver Tabla IV.14.): 
- En las capas 1 y 2 la media de densidad de neuronas horizontales  fue 
de 0.31 ± 0.6  
- En las capas 3 y 4 la media fue de 0.59 ± 0.89  
- En las capas 5 y 6 fue de 1.37 ± 1.11  
Neuronas Horizontales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
Capa 3/4 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
Capa 5/6 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83
Neuronas Horizontales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 54 12 5 0 0 0 0 0 0 0 22
Capa 3/4 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
Capa 5/6 19 21 19 10 2 0 0 0 0 0 97
Neuronas Horizontales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 10 5 0 1 0 0 0 0 0 24
Capa 3/4 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52
Capa 5/6 26 22 10 0 0 0 0 0 0 0 42













Tabla IV.14. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales en T2 
por capas corticales en V1 
 
Así pues, según nuestros datos podemos afirmar que las neuronas 
horizontales NADPH-d  en las ratas adultas tienen una densidad 
de población mayor en las capas medias y profundas de V1, 
siendo más abundantes en éstas últimas. 
Se estudiaron por otro lado las neuronas verticales  NADPH-d en 
T2 en términos absolutos, de manera que, en las capas 1 y 2 se encontraron un 
total de 40 neuronas, en las capas 3 y 4 se hallaron un total de 62 neuronas 
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Tabla IV.15. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas verticales en T2 
por capas corticales en V1 
Al calcular las medias con sus desviaciones estándar se encontró(ver 
Tabla IV.16.): 
- En las capas 1 y 2 la media con su desviación fue de 0.56 ± 0.73 
- En las capas medias 3 y 4 se obtuvo una media de 0.87 ± 0.84  











0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 11 15 18 10 6 3 2 0 1 0 140
Capa 3/4 10 19 19 8 7 3 0 0 0 0 124
Capa 5/6 36 19 8 2 1 0 0 0 0 0 45
Neuronas Verticales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 40 23 7 1 0 0 0 0 0 0 40
Capa 3/4 28 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
Capa 5/6 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23
Neuronas Verticales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29
Capa 3/4 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32
Capa 5/6 51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 9













Tabla IV.16. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T2 
por capas corticales en V1 
 
Por todo ello, podemos afirmar que las neuronas verticales en ratas 
adultas NADPH-d son más numerosas en las capas medias y  
capas superficiales. En donde hemos encontrado una menor densidad de 
neuronas verticales ha sido en las capas 5 y 6 de la corteza visual primaria.  
Estos resultados observados en ratas adultas los podemos observar en las 
imágenes siguientes (Fig. IV.13, Fig. IV.14. y Fig. IV.15.). 










Fig. IV.13. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T2 marcado con el área de 
contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d. Se observa una menor densidad 









Fig. IV.14. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T2 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d verticales (flechas) en capas 
medias y superficiales de V1 











Fig. IV.15. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T2 marcado con 
el área de contaje en el que se aprecian neuronas NADHP-d verticales en 
capas medias de V1 (flecha horizontal) y se observan neuronas NADH-d 
horizontales en capas profundas de V1 (flecha vertical) 
 
Por último, en las ratas adultas, se realizó el estudio de los axones 
globalmente y por capas.  
De esta manera obtuvimos un total de 226 axones todos ellos verticales, 
es decir, no se encontraron axones horizontales NADPH-d en T2. 
Por tanto, la media total se calculó de los axones verticales NADPH-d en 
T2 encontrados pudiendo decir que la media de la densidad 
poblacional fue 3.18 ± 1.58 axones verticales  (y totales) en el área 
estudiada (ver Tabla IV.17. y Tabla IV.18.).  
















Tabla IV.18. Tabla de frecuencias relativas de axones en global en T2 
 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 16 4 8 14 11 5 2 2 0 0 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 0 0 0 0 0 2 2 1 1 6 13 11 6 5 6 2 3 4 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 0 0 0 0 0 1 0 3 6 4 5 7 9 5 7 5 1 2 2 2 2 2 1 1 1 994
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 226
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 10 9 28 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL













0 1 2 3 4 5 6 7 10 12 13
T1 24.2 6.1 12.1 21.2 16.7 7.6 3 3 1.5 3 1.5
T2 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
T1 0 0 0 0 0 3 3 1.5 1.5 9.1 19.7 16.7 9.1 7.6 9.1 3 4.5 6.1 1.5 1.5 1.5 1.5
T2 7 2.8 25.4 26.8 12.7 18.3 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 17.2 15.5 48.3 17.2 1.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29
T1 0 0 0 0 0 1.5 0 4.5 9.1 6.1 7.6 10.6 13.6 7.6 10.6 7.6 1.5 3 3 3 3 3 1.5 1.5 1.5 15.06 ± 4.58
T2 7 2.8 25.4 26.8 12.7 18.3 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.18 ± 1.58











0 1 2 3 4 5 6 7 10 12 13
T1 24.2 6.1 12.1 21.2 16.7 7.6 3 3 1.5 3 1.5
T2 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
T1 0 0 0 0 0 3 3 1.5 1.5 9.1 19.7 16.7 9.1 7.6 9.1 3 4.5 6.1 .5 1.5 1.5 1.5
T2 7 2.8 25.4 26.8 12.7 18.3 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T3 17.2 15.5 48.3 17.2 1.7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29
T1 0 0 0 0 0 1.5 0 4.5 9.1 6.1 7.6 10.6 13.6 7.6 10.6 7.6 1.5 3 3 3 3 3 1.5 1.5 1.5 15.06 ± 4.58
T2 7 2.8 25.4 26.8 . . 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3.18 ± 1.58
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En  axones verticales NADPH-d en T2 (y totales) la distribución 
fue la siguiente: 
 En las capas 1 y 2 el total de axones verticales encontrados fue de 156, en 
las capas 3 y 4 fue de 69 axones mientras que solo se encontró un axón vertical 
en las capas 5 y 6 (ver Tabla IV.19.). 
 
Tabla IV.19. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales (y totales 
ya que no se observaron horizontales) en T2 por capas corticales en V1 
 
En cuanto a las medias calculadas de los axones verticales (y totales) en 
T2 (ver Tabla IV.20.): 
- En las capas 1 y 2 fue de 2.2 ± 0.99 
- En las capas medias 3 y 4 la media con su desviación estándar fue de 
0.97 ± 1.01  
- En las capas 5 y 6 la media fue de 0.01 ± 0.12  
 











Tabla IV.20. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales (y totales ya 
que no se observaron horizontales) en T2 por capas corticales en V1 
 
Según todos estos datos, podemos afirmar que no se observan axones 
NADPH-d horizontales en V1 en T2 en ninguna de las capas corticales y 
que los axones NADPH-d verticales se distribuyeron en mayor 
densidad a nivel de capas superficiales para descender en capas 
medias y prácticamente desaparecer en las capas profundas de la 
corteza visual.  
A continuación exponemos imágenes de las muestras en las que se 
observan axones en ratas de tres meses de vida (Fig. IV.16. y fig. IV.17.). 










Fig. IV.16. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T2 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian axones NADHP-d verticales (flecha) en mayor 
densidad en capas superficiales de V1. Se observa el endotelio teñido con tinción 



















Fig. IV.17. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T2 en el que se aprecian 
axones NADHP-d verticales (flecha) en mayor densidad en capas superficiales de 
V1. Se observa el endotelio teñido de tres vasos sanguíneos (V) verticales a la 
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4.1.3. Resultados en ratas Wístar de un año de vida o T3:  
 
En las ratas de un año de vida hemos realizado el contaje de neuronas y 
axones en el área estudiada de la misma manera que en los estadios de edad 
anteriores. En principio se ha realizado el contaje global en términos 
absolutos de neuronas y axones; posteriormente se han calculado las medias 
con su desviación estándar y se ha analizado la distribución de ambos 
elementos por capas en V1.  
En términos absolutos,  en el caso de las neuronas, hemos encontrado un 
total de 188 neuronas en T3, de las cuales, 118 son neuronas horizontales y 70 





Tabla IV.21. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global en T3 
 
Así pues, en el cálculo de las medias con sus desviaciones estándar hemos 
encontrado una media total de neuronas en T3 de 3.24 ± 1.3, siendo la media 
en el caso de las horizontales de 2.03 ± 1.36 y en las verticales la media es de 
1.21 ± 1.07 (ver Tabla IV.22.).  
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 0 235
Verticales 1 3 2 14 13 12 10 4 4 2 1 309
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 544
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 0 161
Verticales 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL
Rec.TOTAL 0 9 19 21 12 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 286
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Horizontales 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 0 118
Verticales 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0 70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15  TOTAL



















Tabla IV.21. Tabla de frecuencias relativas  de neuronas en global en T3 
 
Por todo ello, podemos decir que según nuestros datos observados, en 
ratas viejas se encuentra un menor número de neuronas NADPH-
d en global que en ratas adultas (la media global de neuronas en T2 era 
de 4.03 ± 1.44 ). Aunque esta disminución no es tan llamativa como sucedía 
de ratas de una semana de vida a adultas (cuya media global de neuronas en 
T1 era de 8.24 ± 2.84).  
Además, es importante destacar que son más numerosas también 
en T3 las neuronas horizontales NADPH-d que las verticales, en 
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T3 se observaron prácticamente el doble de neuronas horizontales 
que verticales. 
En resumen, globalmente,  en ratas de una semana de vida hay más 
neuronas que en ratas adultas y en ratas viejas, siendo en éstas últimas donde 
menos neuronas hemos encontrado. Hemos observado una disminución en 
la densidad poblacional de neuronas NADPH-d con la edad 
(Fig.IV.18.).  
Por otro lado, hemos observado un cambio en la orientación de las 
neuronas NADPH-d, mientras que en ratas en T1 eran las verticales las 
más numerosas, hemos encontrado en el caso de T2 y T3 una mayor densidad 
poblacional de neuronas horizontales (Figura IV.19.).  Todos estos cambios 
evolutivos se estudiaran posteriormente en el último apartado de Resultados. 
 






















Fig. IV.18. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T3 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecia una menor densidad poblacional de neuronas 






















Fig. IV.19. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T3 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecia una mayor densidad poblacional de neuronas 
horizontales NADPH-d (flecha) en las capas medias y profundas de V1 




En el estudio por distribución en las capas de la corteza hemos 
encontrado en las neuronas horizontales NADPH-d en T3  globalmente 
en términos absolutos se han hallado 24 neuronas en las capas 1 y 2, 52 
neuronas en las capas 3 y 4 medias y finalmente en las capas 5 y 6 más 








Tabla IV.22. Tabla de frecuencias absolutas  de neuronas en horizontales 
en T3 por capas corticales en V1 
 
En cuanto a las medias calculadas de neuronas horizontales en T3 con 
sus desviaciones estándar los resultados han sido (Tabla IV.23.): 
- En las capas 1 y 2 la media con su desviación fue de 0.41 ± 0.8 
- En las capas 3 y 4 se ha calculado una media de 0.9 ± 0.93  
- En las capas profundas 5 y 6 la media fue de 0.72 ± 0.74  
 
Neuronas Horizontales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
Capa 3/4 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
Capa 5/6 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83
Neuronas Horizontales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 54 12 5 0 0 0 0 0 0 0 22
Capa 3/4 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
Capa 5/6 19 21 19 10 2 0 0 0 0 0 97
Neuronas Horizontales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 42 10 5 0 1 0 0 0 0 0 24
Capa 3/4 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52
Capa 5/6 26 22 10 0 0 0 0 0 0 0 42














Tabla IV.23. Tabla de frecuencias relativas de neuronas horizontales en 
T3 por capas corticales en V1 
 
 
Por todos estos datos observados, podemos decir que según las muestras 
observadas las neuronas horizontales NADPH-d son más 
abundantes en capas medias y profundas de la corteza visual que 
en capas superficiales. Este comportamiento se repite en las tres 
edades analizadas.   
En el caso de las neuronas verticales NADPH-d en T3 también 
hemos hecho el contaje de distribución por capas. De manera que, hemos 
encontrado un total de 29 neuronas verticales en las capas 1 y 2 de la corteza, 
un total de 32 neuronas en las capas medias 3 y 4 siendo finalmente el total en 
las capas profundas 5 y 6 de tan solo 9 neuronas (ver Tabla IV.24.). 







Tabla IV.24. Tabla de frecuencias absolutas  de neuronas en verticales en 
T3 por capas corticales en V1 
 
En el cálculo de las medias con sus desviaciones estándar hemos 
encontrado (ver Tabla.IV.25.):  
- En las capas 1 y 2 la media fue 0.5 ± 0.68  
- En las capas 3 y 4 la media fue 0.55 ± 0.71 
- En capas profundas 5 y 6 la media fue de 0.16 ± 0.45  
 
Neuronas Verticales T1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 11 15 18 10 6 3 2 0 1 0 140
Capa 3/4 10 19 19 8 7 3 0 0 0 0 124
Capa 5/6 36 19 8 2 1 0 0 0 0 0 45
Neuronas Verticales T2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 40 23 7 1 0 0 0 0 0 0 40
Capa 3/4 28 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
Capa 5/6 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23
Neuronas Verticales T3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
Capa 1/2 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29
Capa 3/4 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32
Capa 5/6 51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 9












Tabla IV.25. Tabla de frecuencias relativas de neuronas verticales en T3 por 
capas corticales en V1 
 
En resumen, podemos afirmar según nuestros datos, que las 
neuronas verticales NADPH-d en T3 son más abundantes en 
capas superficiales y medias de V1 (prácticamente no se observan en 
capas profundas de la corteza visual)(ver Fig. IV. 20.). 















Fig. IV.20. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T3 marcado con 
el área de contaje en el que se aprecia una mayor densidad poblacional de 
neuronas verticales en las capas superficiales y medias de V1 (flechas) 
Por otro lado, se realizó en estudio de los elementos axonales.  
 
En el caso de los axones horizontales NADHP-d en T3 ocurrió lo 
mismo que en T2. No se encontró ningún axón horizontal en las muestras 
estudiadas en T3. Por tanto, se podría decir que según lo observado, los 
axones horizontales NADPH-d se encuentran solamente en T1, 
desapareciendo éstos en T2 y en T3. 
Por tanto, el contaje global de axones fue solamente de axones 
verticales siendo en términos absolutos un total 99 elementos hallados. La 
media de axones global fue de 1.71 ± 1.01 en el área estudiada (que 
lógicamente coincide con la de axones verticales al ser éstos los únicos 
hallados)( ver Tabla IV.26. y Tabla IV.27.).  








Tabla IV.26. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales en global 












Tabla IV.27. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales en global 
(y totales ya que no se observaron horizontales) en T3 
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 16 4 8 14 11 5 2 2 0 0 1 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 0 0 0 0 0 2 2 1 1 6 13 11 6 5 6 2 3 4 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 0 0 0 0 0 1 0 3 6 4 5 7 9 5 7 5 1 2 2 2 2 2 1 1 1 994
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL
TOTAL 5 2 18 19 9 13 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 226
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 21 22
Horizontales 58 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Verticales 10 9 28 10 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 1 2 3 4 5 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 28 29 TOTAL

















Se puede afirmar además, que la densidad poblacional global de 
axones NADPH-d disminuye de manera progresiva con la edad 
siendo muy numerosos en T1 (la media global era de 15.06 ± 4.58) para 
disminuir notablemente en T2 (la media global fue de 3.18 ± 1.51) y ser aún 
menos numerosos en T3 (media global de 1.71 ± 1.01).  
Estos resultados se pueden observar en la imagen que exponemos a 









Fig. IV.21. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T3 marcado con 
el área de contaje  en el que se aprecia una menor densidad poblacional de 
axones verticales NADPH-d (flecha) y no se observan horizontales 




Por otro lado, se estudiaron los axones verticales NADPH-d en T3 
según su distribución por capas en la corteza.  
Los resultados obtenidos en términos absolutos fueron en las capas 1 y 2 
un total de 82 axones verticales mientras que en capas medias 3 y 4 los axones 
descendieron a un total de 17 y no se encontró ningún axón vertical en 
nuestras muestras en las capas 5 y 6 de la corteza visual (ver Tabla IV. 28.). 
 
Tabla IV.28. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales (y totales 
ya que no se observaron horizontales) en T3 por capas corticales en V1 
 
Las medias con sus desviaciones estándar de los axones verticales en T3 
fueron (ver Tabla IV.29.): 
- En las capas 1 y 2 fue de 1.41 ± 0.96  
- En las capas medias 3 y 4 fue de 0.29 ± 0.62. 
- Al no encontrarse axones en las capas 5 y 6 la media es lógicamente 
cero  















Tabla IV.29. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales (y totales 
ya que no se observaron horizontales) en T3 por capas corticales en V1 
 
Según nuestros datos observados, no existen axones horizontales 
en T3 al igual que ocurría en T2 y en el caso de los axones 
verticales el comportamiento es el mismo en los tres estadios, son 
más numerosos en capas superficiales para luego descender su 
densidad en capas medias y no se observan prácticamente en las 
capas más profundas de la corteza visual.  
Estos resultados se pueden observan en la imagen que exponemos a 
continuación (Fig. IV.22.): 
 











Fig. IV.22. Corte histológico de cerebro de rata Wístar en T3 marcado con el área 
de contaje en el que se aprecian axones verticales NADPH-d en capas superficiales 
(flechas) y medias de V1 (no observándose en capas profundas corticales) 
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
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4.2. ESTUDIO DESCRIPTIVO DEL RECUENTO DE 
NEURONAS Y AXONES EN LOS TRES ESTADIOS DE EDAD 
 
4.2.1.  Recuento general de neuronas en los tres estadios de 
edad:  
En el cuadro siguiente (Tabla IV.30.) se exponen los datos del recuento 
neuronal total de la corteza cerebral en términos absolutos sobre el área 










Tabla IV.30. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas en global y según 
su orientación en los tres estadios 
Neuronas Horizontales
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 3 8 12 9 17 6 4 4 1 2 235
T2 7 13 23 15 8 5 0 0 0 0 161
T3 8 14 16 10 8 2 0 0 0 0 118

Neuronas Verticales
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 TOTAL
T1 1 3 2 14 13 12 10 4 4 2 1 309
T2 10 15 33 8 5 0 0 0 0 0 0 125
T3 19 16 16 6 1 0 0 0 0 0 0 70

TOTAL Neuronas
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 TOTAL
T1 0 0 1 2 8 12 6 9 8 6 5 3 2 2 2 544
T2 0 9 19 21 12 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0 286
T3 4 14 17 13 8 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 188





En la Tabla IV.31. de frecuencias relativas que se expone a continuación 
hemos estudiado los datos observados en términos porcentuales respecto al 
número de observaciones en cada estadio temporal calculando las medias con 
sus desviaciones estándar. En esta tabla se recogen los resultados en los tres 












Tabla IV.31. Tabla de frecuencias relativas de neuronas en global y según 
su orientación en los tres estadios 
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En la Tabla IV.31. observamos que en el caso de las neuronas 
horizontales NADPH-d las medias con sus desviaciones estándar fueron: 
En T1  fue 3.56 ± 2.11  
En T2  fue 2.27 ± 1.35  
En T3  fue 2.03 ± 1.36 
 
 
Es decir, según nuestros datos observados, disminuye la densidad 
poblacional de neuronas horizontales NADPH-d de T1 a T2 pero luego se 
mantiene en las neuronas horizontales en global pues las medias en T2 y T3 
son similares. 
 
 Por tanto, de ratas jóvenes a adultas sí hay una disminución 
de neuronas horizontales NADPH-d pero luego se mantiene 
prácticamente su densidad global poblacional de ratas adultas a 
ratas viejas.  
 
El resumen esquemático global de estas neuronas horizontales 
NADPH-d sería:                   
T1  > T2  =  T3 




En el caso de las neuronas verticales NADPH-d se observó en los 
tres estadios las siguientes medias con sus desviaciones estándar: 
En T1 fue 4.68 ± 2.05 
En T2 fue 1.76 ± 1.06  
En T3 fue 1.21 ± 1.07 
 
Por tanto, podemos afirmar según lo observado, que la media de 
densidad poblacional de neuronas verticales disminuye notablemente de T1 a 
T2 para luego tener una disminución discreta de T2 a T3.  
Así pues, hay una disminución densidad poblacional de 
neuronas verticales NADHP-d marcada de ratas jóvenes a 
adultas, sin embargo,  la disminución de esta población neuronal 
de ratas adultas a viejas es discreta.  
 
El resumen esquemático global de estas neuronas verticales 
NADPH-d sería: 
T1   >>>  T2  >  T3 
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Consideramos que es importante destacar en el cuadro anterior que en 
T1 son las neuronas verticales NADPH-d las que tienen una mayor 
densidad poblacional mientras que tanto en T2 como en T3 la 
mayor densidad poblacional corresponde a las neuronas 
horizontales NADPH-d. 
La disminución poblacional global se debe por tanto en mayor porcentaje 
por pérdida de neuronas verticales (aunque los cambios evolutivos con su 
significación estadística se estudiaran en apartados posteriores).  
 
Por otro lado, en cuanto al recuento global tanto de neuronas 
verticales como horizontales conjuntamente se produce una 
disminución de la densidad neuronal global a medida que avanzamos en los 
estadios de edades de las ratas estudiadas. De manera que las medias con sus 
desviaciones estándar en el contaje global de neuronas fueron: 
En T1  fue 8.24 ±2.84 
En T2  fue 4.03 ± 1.4 
En T3  fue 3.24 ± 1.3 
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Según estos datos, afirmamos que la disminución es progresiva en 
la densidad poblacional global de neuronas NADPH-d de la rata 
Wístar conforme avanzamos en edad aunque cabe destacar que 
existe una importante disminución neuronal global de ratas 
jóvenes a adultas (de adultas a viejas esta disminución 
poblacional es bastante discreta). 
Un resumen esquemático sería: 
NEURONAS EN GLOBAL  
T1     >>>     T2    >    T3 
A  continuación podemos ver la frecuencia con que aparecen tanto las 
neuronas horizontales como las verticales en total en los tres estadios de edad 
mediante los diagramas de barras y líneas de manera separada (ver Gráfica 
IV.1.). Posteriormente,  se representan  gráficamente también en conjunto los 
cambios que se producen en los tres estadios, tanto neuronas NADPH-d 
horizontales como verticales (ver Gráfica IV.2). Los cambios observados entre 
estadios se observan gráficamente y concuerdan con lo descrito 
anteriormente. El mayor número de neuronas verticales se observa 
en T1 mientras que en T2 y en T3 aumenta la densidad de 
neuronas horizontales respecto a las verticales. Además, se observa 
gráficamente la disminución global de densidad neuronal que existe 
conforme avanzamos en las tres edades de la rata Wístar estudiadas.  














Gráfica IV.1. Distribuciones de las neuronas NADPH-d según su 






















Gráfica IV.2. Distribuciones de las neuronas NADPH-d globalmente en 
V1 en los tres estadios de edad de la rata Wístar 
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4.2.2. Recuento de neuronas según la orientación 
horizontal o vertical por capas de la corteza visual en los 




En la Tabla IV.32. se expone el recuento de neuronas horizontales 
NADPH-d por capas de la corteza visual en términos absolutos en los tres 
estadios de edad. En la Tabla IV.33. Podemos observar en términos 
porcentuales (se observan las medias y su desviaciones estándar de los datos 
hallados) los cambios por capas entre los tres estadios. Al final de este 
apartado se exponen estas tablas y una gráfica (Gráfica IV.3.) en las que se 
observan los resultados obtenidos.  
A continuación analizaremos por capas los cambios que se producen en 
los tres estadios teniendo en cuenta las medias con sus desviaciones estándar: 
 
En las capas 1 y 2 de la corteza visual las medias de densidad de 
neuronas horizontales observadas fueron: 
En T1  fue 0.64 ± 1.03  
En T2  fue de 0.31 ± 0.6  
En T3  fue 0.41 ± 0.8 
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Por tanto, podemos afirmar según lo observado que las neuronas 
horizontales NADPH-d disminuyen en las capas 1 y 2 su densidad 
de población a la mitad de ratas jóvenes a adultas pero 
prácticamente se mantiene su densidad de población de rata 
adulta a vieja en estas capas superficiales de la corteza. 
En las capas 3 y 4 de la corteza visual se produjo un cambio llamativo 
que se observó en las siguientes medias con sus desviaciones estándar: 
En T1  fue 1.67  ± 1.88 
En T2  fue 0.59  ± 0.89  
En T3  fue 0.9 ± 0.93 
 
Se observa en estos datos un cambio en la evolución de las horizontales 
en las capas 3 y 4 muy llamativo pues, hay una disminución de su 
población de neuronas horizontales NADHP-d de rata joven a 
adulta a más de la mitad. 
En las capas 5 y 6  las medias con sus desviaciones estándar en 
neuronas horizontales fueron: 
En T1 fue 1.26 ± 1.35 
En T2 fue 1.37 ± 1.11 
En T3 fue 0.72 ±0.74 
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Así pues, podemos afirmar según lo observado que las neuronas 
NADPH-d horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual 
mantienen su población de rata joven a adulta para 
posteriormente descender aproximadamente a la mitad densidad 
de población en ratas viejas.  
 
Un resumen esquemático de lo comentado previamente sería: 
 
NEURONAS HORIZONTALES NADPH-d 
CAPAS  1 Y 2:      T1  >>  T2  =  T3 
CAPAS  3 Y 4:     T1  >>  T2     y     T3 > T2 
CAPAS  5 Y 6:      T1 = T2     y     T2  >>  T3 
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A continuación se exponen las tablas en donde se observan los 
datos analizados en las neuronas horizontales NADPH por capas 











Tabla IV.32. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas NADPH-d 






Neuronas Horizontales - Capa 1/2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 42 12 8 3 0 1 0 0 0 0 42
T2 54 12 5 0 0 0 0 0 0 0 22
T3 42 10 5 0 1 0 0 0 0 0 24

Neuronas Horizontales - Capa 3/4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 24 11 14 8 5 2 0 0 1 1 110
T2 44 16 7 4 0 0 0 0 0 0 42
T3 24 20 10 4 0 0 0 0 0 0 52

Neuronas Horizontales - Capa 5/6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 25 16 13 10 1 0 0 1 0 0 83
T2 19 21 19 10 2 0 0 0 0 0 97
T3 26 22 10 0 0 0 0 0 0 0 42














Tabla IV.33. Tabla de frecuencias relativas de neuronas NADPH-d 








Neuronas Horizontales (%) - Capa 1/2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T1 63.6 18.2 12.1 4.5 0 1.5 0 0 0 0 0.64 ± 1.03
T2 76.1 16.9 7 0 0 0 0 0 0 0 0.31 ± 0.6
T3 72.4 17.2 8.6 0 1.7 0 0 0 0 0 0.41 ± 0.8

Neuronas Horizontales (%) - Capa 3/4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T1 36.4 16.7 21.2 12.1 7.6 3 0 0 1.5 1.5 1.67 ± 1.88
T2 62 22.5 9.9 5.6 0 0 0 0 0 0 0.59 ± 0.89
T3 41.4 34.5 17.2 6.9 0 0 0 0 0 0 0.9 ± 0.93

Neuronas Horizontales (%) - Capa 5/6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
T1 37.9 24.2 19.7 15.2 1.5 0 0 1.5 0 0 1.26 ± 1.35
T2 26.8 29.6 26.8 14.1 2.8 0 0 0 0 0 1.37 ± 1.11
T3 44.8 37.9 17.2 0 0 0 0 0 0 0 0.72 ± 0.74














Gráfica IV.3. Distribuciones de las neuronas NADPH-d horizontales por capas 
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Neuronas Verticales  
 
En la Tabla IV.34. se expone el recuento de neuronas verticales NADPH-
d por capas de la corteza visual primaria en términos absolutos en los tres 
estadios de edad y en la Tabla IV.35.  Se observan las medias con sus 
desviaciones estándar en también en los tres estadios.  Al final de este 
apartado se exponen estas tablas y una gráfica (Gráfica IV.4.) en las que se 
observan los resultados obtenidos.  
A continuación analizaremos por capas los cambios en las neuronas 
NADPH-d verticales que se producen en los tres estadios teniendo en cuenta 
las medias con sus desviaciones: 
 
En las capas 1 y 2 de la corteza las medias de densidad de neuronas 
verticales observadas fueron: 
En T1  fue 2.12 ± 1.7  
En T2  fue 0.56 ± 0.73  
En T3  fue 0.5 ± 0.68 
Por tanto, podemos afirmar según lo observado que las neuronas 
verticales NADPH-d disminuyen en las capas 1 y 2 su densidad de 
población muy marcadamente de ratas jóvenes a adultas (en las 
adultas son aproximadamente menos de la cuarta parte la población que se 
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
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observaba en jóvenes) pero se mantiene su densidad de población de 
rata adulta a vieja en estas capas superficiales de la corteza. 
En las capas 3 y 4 las medias de densidad de neuronas verticales 
observadas fueron: 
En T1  fue 1.88 ± 1.36 
En T2  fue 0.87 ± 0.84  
En  T3  fue 0.55 ± 0.71 
Así pues, según los datos observados, la disminución es progresiva 
en la densidad poblacional de neuronas NADPH-d verticales 
conforme avanzamos en edad en las capas medias de V1. Cabe 
destacar que se observa a una importante disminución de neuronas 
verticales de ratas jóvenes a adultas pues, aproximadamente se 
reducen a la mitad de la población (de adultas a viejas esta disminución 
poblacional es bastante discreta). 
 
En las capas 5 y 6 las medias de densidad de neuronas verticales 
observadas fueron: 
En T1  fue 0.68 ± 0.91 
En T2  fue 0.32 ± 0.65  
En  T3  fue 0.16 ± 0.45 
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Por tanto, según nuestros datos observados la disminución es 
progresiva en la densidad poblacional de neuronas NADPH-d 
verticales conforme avanzamos en los tres estadios de edad en las 
capas profundas de la corteza (se observa que a cada estadio de edad las 
neuronas verticales disminuyen aproximadamente a la mitad en estas capas 
con densidades de población muy bajas). Es decir, este tipo de neuronas 
apenas las observamos en las capas profundas de la corteza visual.  
 
Un resumen esquemático de lo comentado previamente sería: 
NEURONAS VERTICALES NADPH-d 
CAPAS 1 Y 2:      T1  >>>>  T2  =  T3 
CAPAS  3 Y 4:     T1  >>  T2  >  T3  
CAPAS 5 Y 6:      T1  >  T2  > T3 
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A continuación se exponen las tablas en donde se observan los datos 
analizados en las neuronas verticales NADPH por capas corticales en 












Tabla IV.34. Tabla de frecuencias absolutas de neuronas NADPH-d verticales 




Neuronas Verticales - Capa 1/2
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 11 15 18 10 6 3 2 0 1 0 140
T2 40 23 7 1 0 0 0 0 0 0 40
T3 35 17 6 0 0 0 0 0 0 0 29

Neuronas Verticales - Capa 3/4
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 10 19 19 8 7 3 0 0 0 0 124
T2 28 26 15 2 0 0 0 0 0 0 62
T3 33 18 7 0 0 0 0 0 0 0 32

Neuronas Verticales - Capa 5/6
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 TOTAL
T1 36 19 8 2 1 0 0 0 0 0 45
T2 54 12 4 1 0 0 0 0 0 0 23
T3 51 5 2 0 0 0 0 0 0 0 9















Tabla IV.35. Tabla de frecuencias relativas de neuronas NADPH-d 




















Gráfica IV.4. Distribuciones de las neuronas NADPH-d verticales por capas en V1 
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4.2.3. Recuento general de axones en los tres estadios de 
edad:  
 
En el cuadro siguiente (Tabla IV.36.) se exponen los datos del recuento 
axonal global de la corteza cerebral en términos absolutos sobre el área 
estudiada en los tres estadios de edad.  Los totales corresponden al número 
total de axones observados y se han clasificado según su orientación 
horizontal o vertical respecto a la superficie de la corteza cerebral al igual que 




Tabla IV.36. Tabla de frecuencias absolutas de axones en global y según su 
orientación en los tres estadios 
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A continuación exponemos la Tabla IV.37. en la que se observan las 




Tabla IV.37. Tabla de frecuencias relativas de axones en global y según su 
orientación en los tres estadios 
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En el recuento total de axones en global (tanto verticales como 
horizontales) se observó que eran los elementos más numerosos en T1 con 
una media y su desviación estándar que fue de 15.06 ± 4.58, en T2 la media 
descendió a 3.18 ± 1.58 que es una disminución muy marcada ya que 
disminuyeron a una quinta parte aproximadamente de lo que eran y 
posteriormente en T3 se observó una media de 1.71 ± 1.01.  
Podemos afirmar según los datos previos que, globalmente, los axones 
son los elementos observados con mayor densidad poblacional en 
T1 (ya que la media global de neuronas era de 8.24 ± 2.84), pero luego su 
disminución es muy marcada ya que disminuyeron su densidad 
poblacional en ratas adultas a una quinta parte 
aproximadamente de la población inicial. Y posteriormente, en 
las ratas viejas la población descendió también a la mitad que en 
adultas.  
 
Un resumen esquemático global de axones sería: 
AXONES EN GLOBAL   
T1   >>>>>   T2   >>  T3 
 
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
190 
 
En los axones horizontales observamos que sólo aparecían en ratas 
de una semana de vida con una semana de vida en las cuales la media fue de 
3.09 ± 2.93 y luego desaparecen en ratas adultas y ratas viejas.   
En los axones verticales las medias observadas por estadios con sus 
desviaciones estándar fueron: 
T1   fue   11.97 ± 3.52 
T2   fue   3.18 ± 1.58 
T3   fue   1.71  ± 1.01 
Un resumen esquemático sería: 
 T1   >>>>  T2   >>  T3 
Con lo que según estos datos, podemos afirmar que los elementos con 
mayor densidad poblacional observados fueron los axones en T1 
siendo la media de densidad poblacional cuatro veces mayor al de 
los axones verticales observada que la de los horizontales. 
Posteriormente, en T2 y T3 no se observaron los axones 
horizontales. Los axones verticales disminuyeron a la tercera 
parte de su población en ratas adultas para luego disminuir a la 
mitad de su población de ratas adultas a viejas.  
En las gráficas que se muestran a continuación se pueden ver los 
resultados observados (Gráfica IV.5. y Gráfica IV.6.): 













Gráfica IV.5. Distribuciones de los axones NADPH-d globalmente en V1 en 




















Gráfica IV.6. Distribuciones de los axones NADPH-d según su orientación en 
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4.2.4. Recuento de axones según la orientación horizontal o 
vertical por capas de la corteza visual en los tres estadios 
de edad:  
Según lo observado en nuestro estudio los axones muestras diferentes 
comportamientos según su orientación en los tres estadios y estas diferencias 
las analizamos según lo que ocurre en las capas cerebrales.   
Axones Horizontales 
 
En la Tabla IV.38. se expone el recuento de axones horizontales por capas 
de la corteza visual en términos absolutos. En la Tabla  IV.39. podemos 
observar en términos porcentuales los cambios que se producen en cada 
estadio en las diferentes capas de manera que se exponen las medias y sus 
desviaciones estándar.  
 
Tabla IV.38. Tabla de frecuencias absolutas de axones 
horizontales por capas corticales en los tres estadios 





Tabla IV.39. Tabla de frecuencias relativas de axones 
horizontales por capas corticales en los tres estadios 
 
 Así pues si analizamos las tablas de frecuencias relativas de 
axones horizontales  observamos que: 
 En las capas 1 y 2 de la corteza visual no se observaron axones 
horizontales en ninguna de las edades estudiadas de 
manera que podríamos afirmar, según nuestros datos, que no se 
encuentran este tipo de axones en estas capas en la corteza cerebral 
de la rata Wístar en ningún momento de la vida de la rata.  Tampoco 
encontramos estos axones en ninguna capa en la edad adulta y un 
año de vida.  
 
 En las capas 3 y 4  
T1   fue  1.62 ± 2.89 y no se observaron en T2 ni en T3 
 
 En las capas 5 y 6  
T1  fue 1.47 ± 2.02 y no se observaron ni en T2 ni en T3 




Por tanto, podemos afirmar como resumen esquemático : 
AXONES HORIZONTALES NADPH-d: 
CAPAS 1 Y 2: NO SE OBSERVARON EN NINGUN ESTADIO 
CAPAS 3 Y 4: SOLO SE OBSERVARON EN T1 
CAPAS 5 Y 6: SOLO SE OBSERVARON EN T1 
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En la Gráfica IV.7. se puede observar la distribución de los axones 
por tiempo en cada capa. En el primer diagrama de barras y líneas 
vemos que el contaje en todos los estadios de edad en las capas 1 y 2 es 
cero. En los diagramas de las capas 3 y 4 solamente encontramos 
axones horizontales en el estadio T1 como también ocurre en las capas 











Gráfica IV.7. Distribuciones de los axones NADPH-d horizontales por capas 









En la Tabla IV.40. se expone el recuento de axones horizontales por capas 
de la corteza visual en términos absolutos. En la Tabla IV.41. podemos 
observar en términos porcentuales los cambios que se producen en cada 
estadio en las diferentes capas de manera que se exponen las medias y sus 
desviaciones estándar.  
 
Tabla IV.40. Tabla de frecuencias absolutas de axones verticales por capas 
corticales en los tres estadios 
 
 




Tabla IV.41. Tabla de frecuencias relativas de axones verticales por capas 
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Los axones verticales presentaron las siguientes medias de 
densidad poblacional con sus desviaciones estándar: 
 En las capas 1 y 2 se observó: 
T1   fue  8.52 ± 3.01 
T2   fue  2.2 ± 0.99  
T3   fue  1.41 ± 0.96 
 
Por tanto, podemos afirmar que según nuestros datos se observa un 
descenso en la densidad de axones verticales en las capas 1 y 2 de la 
corteza conforme avanza la edad de la rata de manera progresiva. La 
población de axones verticales disminuyó a la cuarta parte 
aproximadamente de ratas jóvenes a adultas y después 
disminuyó discretamente de ratas adultas a viejas. 
 
 En las capas 3 y 4 las medias fueron: 
T1   fue  2.95 ± 2.51  
T2   fue  0.97 ± 1.01 
T3   fue  0.29 ± 0.62 
 
Así pues, podemos afirmar que los axones verticales en ratas jóvenes  se 
observan en las capas medias corticales para luego disminuir su 
población a la tercera parte aproximadamente en ratas adultas y 
también a la tercera parte de rata adultas a viejas. Es decir, hay una 
disminución progresiva de la población de axones verticales 
en capas conforme avanzamos en las edades de la rata. Es 
importante destacar que prácticamente casi no hay población de 
axones verticales en capas medias sobre todo en adultas y 
viejas pues las medias observadas son muy pequeñas en comparación 
con capas superficiales corticales. 
 
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
200 
 
 En las capas 5 y 6 de la corteza apenas observamos axones verticales 
(en ratas de un año de vida el contaje es cero) pero sí se observaron 
algunos en ratas de una semana de vida  
T1   fue  0.5 ± 1.26  
T2   fue   0.01 0.12 
T3   fue   0 
Es decir, en las capas profundas de la corteza apenas se 
observan axones verticales siendo  la media muy pequeña 
incluso en las ratas de una semana de vida. 
 
Por tanto, podemos afirmar como resumen esquemático : 
AXONES VERTICALES NADPH-d: 
CAPAS 1 Y 2:      T1 >>>> T2 >> T3 
CAPAS 3 Y 4:      T1 >> T2 > T3   
Se observan muy pocos axones en T1 y la media tiende a cero en 
ratas adultas y viejas, así pues,  prácticamente no se observan axones en 
estos dos estadios 
CAPAS 5 Y 6:  
 La media tiende a cero con lo que prácticamente no se observaron 
axones en ningún estadio 




En la Gráfica IV.8. podemos observar en las figuras de diagramas de 
barras y diagramas de líneas lo descrito anteriormente numéricamente. De 
manera que, se observa claramente que el contaje  de axones verticales fue 
cero en las capas 5 y 6 de ratas de un año de vida y prácticamente no se 
observaron en ratas adultas tampoco.  
Por otro lado, como decíamos al principio del apartado la mayor 
densidad de axones verticales se encuentra en las capas 1 y 2 de todas las 
edades pero llamativamente son mucho más abundantes en estas capas en las 









Gráfica IV.8. Distribuciones de los axones NADPH-d verticales por capas en 
V1 en los tres estadios de edad de la rata Wístar 
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4.3. ESTUDIO ESTADÍSTICO DE LOS CAMBIOS EN LAS 
NEURONAS NADPH-D EN LAS CAPAS DE LA CORTEZA 
VISUAL DE LA RATA WÍSTAR EN LOS TRES ESTADIOS DE 
EDAD 
 
A continuación iremos por apartados analizando detenidamente la Tabla 
IV.42. con los p-valores que nos dan la comparación de los cambios evolutivos 
entre capas, comparando a pares los estadios. Así pues, podemos afirmar qué 
confianza estadística tenemos en los cambios que se observan en los 
resultados obtenidos. 
 Esta Tabla IV.42. se ha extraído de analizar los datos a pares con el test 
de Wilcoxon. En dicha tabla se comparan los diferentes estadios entre ellos y 
las diferentes capas en función de la significancia estadística. De manera que, 
cuando aparece el símbolo *** significa que el p-valor de la comparación es  
menor de 0.001 lo cual nos indica que se trata de un dato “muy significativo” 
estadísticamente, es decir, existe una gran seguridad en afirmar que el cambio 
observado entre los estadios tiene una evidencia estadística muy llamativa. 
Por otro lado, el símbolo ** significa que los p-valores son menores de 0.01 
que nos indica que el dato es “bastante significativo”. Y por último, cuando 
aparece el símbolo * significa que el p-valor es menor de 0.05 con lo cual nos 
indica que el dato es “suficientemente significativo” estadísticamente. 
 
 













Tabla IV.42. Tabla de significancia estadística (* p<0.05, ** p<0.005, *** 




Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1 vs T2 0,067189 0.00010765 *** 0.35202
T2 vs T3 0,58513 0.029186 * 0.00091582 ***
T3 vs T1 0,23358 0.034967 * 0.040224 *

Neuronas Verticales
Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1 vs T2 2.9843e-10 *** 5.742e-06 *** 0.0070954 **
T2 vs T3 0.65096 0.027925 * 0.086019
T3 vs T1 4.5553e-10 *** 4.0395e-09 *** 5.1845e-05 ***

Neuronas
Neur. Horizontales Neur. Verticales TOTAL Neuronas
T1 vs T2 0.00018537 *** 1.1263e-16 *** 9.6755e-18 ***
T2 vs T3 0.3331 0.0042349 ** 0.0030769 **
T3 vs T1 2.5271e-05 *** 2.1192e-17 *** 3.2045e-19 ***
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4.3.1. Neuronas horizontales 
 
Neuronas horizontales en las capas 1 y 2 de la corteza visual: 
Así pues, en el cuadro evolutivo  (Tabla 13) que analiza la significancia 
estadística de la muestra vimos que no se observan cambios evolutivos entre 
los estadios, los p-valores no dan una evidencia significativa para decir que 
existen cambios entre los tres estadios tanto si comparamos T1 con T2, T2 con 
T3 o T1 con T3, aparecen p-valores mayores 0.05. Es decir, en todas las 
edades ocurre lo mismo, las capas 1 y 2 se observó la misma 
distribución de densidad neuronal (es decir, observamos pocas 
neuronas horizontales en las capas superficiales corticales de V1 
en todas la edades).  
 
Neuronas horizontales en las capas 3 y 4 de la corteza visual: 
En las capas 3 y 4 de la corteza visual existían cambios muy significativos 
entre los estadios T1 y T2 con un p-valor menor de 0.001 si comparamos 
ambas capas. Es decir, en las capas 3 y 4 en el estadio T1 la media de densidad 
neuronal con su desviación estándar es 1.67 ± 1.88 mientras que en T2 la 
media cambia a 0.59 ± 0.89. Se observó por tanto una disminución muy 
marcada de neuronas horizontales desde T1 a T2 con una 
evidencia estadística muy significativa en las capas medias 
corticales. 
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 Sin embargo, si comparamos por otro lado el estadio T2 con T3 también 
se produjo un cambio evolutivo suficientemente significativo con un p-valor 
menor de 0.05, pero en este caso la media de T3 con su desviación estándar 
(0.9±0.93) es mayor que la media de T2 (0.59 ± 0.89).  
Por otro lado, también existe un cambio significativo estadísticamente 
con las ratas de un año de vida pero en este caso lo que ocurre es un aumento 
de la densidad de neuronas horizontales en el estadio T3 (media y desviación 
estándar: 0.9 ± 0.93) respecto a T2 (media y desviación estándar 0.59 ± 0.89).  
Es decir, las ratas de un año de vida aumentan su densidad de 
neuronas horizontales en las capas 3 y 4 respecto a las adultas de 
manera suficientemente significativa. 
 
Neuronas horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual: 
En las capas 5 y 6 de la corteza visual de la rata Wístar hemos observado 
que no existen cambios estadísticamente significativos entre los estadios de 
edad T1 y T2, podría decirse por tanto que estas capas se comportan igual 
tanto en ratas de una semana de vida como en las adultas. 
 Sin embargo, si comparamos el estadio T2 con T3 las diferencias son 
muy significativas con un p-valor menor de 0.001. Así pues, podemos decir 
que existe un cambio muy llamativo entre estos estadios evolutivos. Se 
observó una disminución de densidad neuronal de ratas adultas 
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(media y desviación estándar: 1.37 ± 1.11) a ratas de un año de 
vida (media y desviación estándar: 0.72 ± 0.74) de manera muy 
significativa estadísticamente en estas capas profundas corticales 
de V1. 
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4.3.2. Neuronas verticales 
 
Neuronas verticales en las capas 1 y 2 de la corteza visual: 
En las capas 1 y 2 de la corteza visual de la rata Wístar existen cambios 
muy significativos estadísticamente (p-valor menor de 0.001) si comparamos 
el estadio T1 con T2. En T1 la media con su desviación estándar de densidad 
neuronal fue 2.12 ± 1.7 mientras que en T2 la media con su desviación 
estándar de densidad neuronal fue 0.56 ± 0.73. 
 De manera que podemos afirmar que se observó una disminución de 
neuronas verticales en las capas 1 y 2 muy significativa de ratas 
de una semana de vida a ratas adultas. 
 Por otro lado, si comparamos T2 con T3 se puede afirmar que no existen 
cambios significativos estadísticamente con un p-valor mayor de 0.05 (en este 
caso es incluso p-valor =0.65096). El comportamiento es por tanto similar en 
estas capas entre T2 y T3, no se hallaron cambios de rata adulta a 
rata vieja. 
 Por último, al comportarse igual T2 que T3 es lógico que si comparamos 
T3 con T1 también salga estadísticamente muy significativas las diferencias.  
En resumen, según nuestros datos podemos afirmar que las neuronas 
verticales disminuyen mucho en las capas 1 y 2 de la corteza de ratas 
de una semana de vida a ratas adultas pero luego se estabiliza y 
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no existen cambios de ratas adultas respecto a ratas de un año de 
vida. 
 
Neuronas verticales en las capas 3 y 4 de la corteza visual 
Al igual que hemos observado en las capas 1 y 2, en las capas 3 y 4 existe 
un cambio con una evidencia muy significativa si comparamos T1 con T2.  
En el caso de T1 la media con su desviación estándar de densidad 
neuronal es 1.88 ± 1.36 y en T2 se produce una disminución muy llamativa de 
media de densidad neuronal a 0.87 ±  0.84. Es decir, según los datos 
observados se puede afirmar que existe una disminución muy 
significativa estadísticamente de neuronas verticales en las capas 
3 y 4 de la corteza de ratas de una semana de vida a ratas adultas. 
 Por otro lado, si comparamos el estadio T2 con T3 también existe un 
cambio suficientemente significativo con p-valor menor de 0.05 de manera 
que se produce una disminución (aunque menos llamativa) de neuronas 
verticales en las capas 3 y 4 de rata adulta a rata de un año de vida. 
 La disminución de densidad neuronal de neuronas verticales es 
progresiva en estas capas en la rata desde una semana a un año de vida. 
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Neuronas verticales en las capas 5 y 6 de la corteza visual : 
En estas capas se produce en los estadios evolutivos un comportamiento 
similar a lo que ocurre en las capas 1 y 2 de la corteza.  
Si comparamos la media de T1 con su desviación estándar, 0.68 ± 0.91, 
con la media de densidad en T2, 0.32 ± 0.65, observamos que prácticamente 
estas neuronas se reducen a la mitad, con lo que el cambio tiene una evidencia 
significativa muy llamativa. Es decir, de ratas jóvenes a adultas se 
observó que la población se reducía a la mitad y estos datos 
fueron muy significativos. 
Por otro lado, si comparamos los cambios evolutivos de T2 a T3 aparece 
un p-valor = 0.086019, es decir, mayor de 0.05 con lo cual podemos afirmar 
que estas capas en estos estadios, tienen un comportamiento de distribución 
de densidad neuronal similar. Es decir, no existen cambios 
significativos en la densidad de neuronas verticales en las capas 5 
y 6 si comparamos ratas adultas con ratas de un año de vida.  
Por último, si T2 se comporta como T3, es lógico que si comparamos T1 
con T3 el cambio sea también muy significativo con un p-valor menor de 
0.001.  
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4.3.3. Estudio Global Neuronal según su orientación 
 
En las neuronas horizontales globalmente (en el recuento total de 
todas las capas) se produce una disminución muy significativa con un p-valor 
menor de 0.001 si comparamos el estadio T1 con el T2. 
 De manera que podemos afirmar que, según nuestros datos, se produce 
una disminución muy llamativa de neuronas horizontales de 
ratas de una semana de vida con las adultas (con un p-valor de 
0.00018537).  
Sin embargo, es llamativo también que no existen cambios en el 
comportamiento de la distribución de los datos entre T2 y T3 (p-valor mayor 
de 0.05, en este caso es 0.3331). Con lo cual, podemos afirmar que no 
existen cambios en global de densidad de neuronas horizontales 
de ratas adultas a ratas viejas, es decir, su densidad poblacional 
“se mantiene”. 
Un esquema resumen del comportamiento de las neuronas 
horizontales en global sería: T1 >> T2 = T3  
Es importante destacar que, aunque esta densidad de neuronas 
horizontales disminuya, proporcionalmente, las neuronas 
horizontales pasan de ser las de menor densidad poblacional en 
T1  para pasar a ser las de mayor densidad poblacional en T2 y T3 
respecto a las verticales. 
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Por otro lado, en las neuronas verticales globalmente los cambios son 
incluso mucho más llamativos que en las horizontales con unos p-valores muy 
pequeños lo cual nos da una gran evidencia significativa en los resultados. 
 Se produce una disminución muy marcada de densidad neuronal de T1 a 
T2 con un p-valor de 1.1263e-16 (muy significativo). Por otro lado, también se 
produce un cambio de densidad neuronal bastante significativo si 
comparamos globalmente T1 con T2 (p-valor es 0.0042349) en donde 
también se produce una disminución de densidad neuronal. Por último, al 
comparar T1 con T3 encontramos diferencias muy significativas.   
Por tanto, en las neuronas verticales se produce una 
disminución progresiva de densidad neuronal con la edad muy 
significativa, (pasando de ser las de mayor densidad poblacional 
en T1 a tener menor densidad poblacional que las horizontales en 
T2 y T3). 
 En resumen, un esquema del comportamiento de las neuronas 
verticales en global sería el siguiente:   T1 >>> T2 >> T3 
Globalmente, según la densidad de todas las neuronas, se produce una 
disminución progresiva de las medias con sus desviaciones estándar teniendo 
estos cambios una llamativa evidencia significativa. El comportamiento global 
de las neuronas conjuntamente verticales y horizontales se parece al 
comportamiento de las verticales. 
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 El resumen global de neuronas tanto horizontales como 
verticales sería: T1 >>> T2 >>T3 
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4.4. ESTUDIO ESTADÍSTICO DE LOS CAMBIOS EN LOS 
AXONES NADPH-D EN LAS CAPAS DE LA CORTEZA 
VISUAL DE LA RATA WÍSTAR EN LOS TRES ESTADIOS DE 
EDAD 
 
En la Tabla IV.43. podemos apreciar los cambios en los p-valores 
estadísticos que existen tanto en los axones verticales como en los 
horizontales comparando las tres capas entre los diferentes estadios (T1 con 
T2, T2 con T3 y finalmente se comparan T1 con T3) de la misma manera que 
anteriormente se ha descrito con las neuronas. Los datos se han comparado, 









Tabla IV.43. Tabla de significancia estadística (* p<0.05, ** p<0.005,  
*** p<0.001) como resultado de comparar los datos de axones entre estadios 
temporales. 
Axones Horizontales
Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1 vs T2 NA 6.6547e-08 *** 1.6889e-11 ***
T2 vs T3 NA NA NA
T3 vs T1 NA 8.4707e-07 *** 7.0349e-10 ***

Axones Verticales
Layer 1/2 Layer 3/4 Layer 5/6
T1 vs T2 2.1773e-24 *** 5.1614e-06 *** 0.0014932 **
T2 vs T3 1.0761e-05 *** 4.2448e-05 *** 0.37441
T3 vs T1 5.1086e-22 *** 7.3245e-10 *** 0.0012196 **

Axones
Axon. Horizontales Axon. Verticales TOTAL Axones
T1 vs T2 7.0809e-19 *** 1.3458e-23 *** 6.9452e-24 ***
T2 vs T3 NaN 2.7238e-08 *** 2.7238e-08 ***
T3 vs T1 2.5516e-16 *** 4.6291e-22 *** 4.9013e-22 ***
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
214 
 
4.4.1.  Axones horizontales 
 
 Axones horizontales en las capas 1 y 2 de la corteza visual  
En las capas 1 y 2 de la corteza visual de las muestras analizadas no se 
han observado axones horizontales de manera que en la tabla no 
se hace el test comparativo entre los diferentes estadios. 
 Axones horizontales en las capas 3 y 4 de la corteza visual 
En las capas 3 y 4 de la corteza visual hay axones horizontales solamente 
en el estadio T1 (media y desviación estándar: 1.62 ± 2.89) pero no se 
encuentran en las capas T2 y T3.  
Por ello, podemos decir que según nuestros datos solamente se 
observaron axones horizontales en las capas 3 y 4 de la 
corteza visual de la rata Wístar de una semana de vida 
desapareciendo en estas capas en la edad adulta y en un año 
de vida de la rata.  
 Axones horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual 
En las capas 5 y 6 de la corteza visual ocurre lo mismo que en las capas 3 
y 4. 
 Así pues, según nuestras muestras solamente se observaron 
axones horizontales en las capas 5 y 6 de la corteza visual de 
Valoración de las neuronas NADPH-d  en la corteza visual: Resultados 
215 
 
la rata Wístar cuando ésta tiene una semana de vida (media y 
desviación estándar: 1.47 ± 2.02), desapareciendo en edades posteriores. 
Por ello, aparecen en estos dos bloques de capas un p-valor muy 
significativo estadísticamente si comparamos T1 con T2 o bien T1 con T3, 
de manera que podemos decir que estos datos tiene una evidencia 
estadística muy significativa (p-valor < 0.001). 
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4.4.2.  Axones verticales 
 
 Axones verticales en las capas 1 y 2 de la corteza visual 
En los datos observados se aprecia que existe un p-valor muy 
significativo si comparamos los estadios T1 con T2. Es decir la media de 
axones verticales en T1 es con su desviación estándar de 8.52 ± 3.01 y 
disminuye con una evidencia muy significativa a T2 cuya media y 
desviación estándar es de 2.2 ± 0.99. 
 Por  otro lado, si comparamos las ratas adultas de T2 con las de un año 
de vida en T3 también tiene un p-valor menor de 0.001 con lo que los 
cambios son también muy llamativos existiendo una disminución de 
axones verticales, siendo en T3 la media con su desviación estándar de 
1.41 ± 0.96.  
Podemos finalmente afirmar que existe una disminución con una 
gran evidencia estadística de axones verticales de manera 
progresiva (sobre todo de rata de una semana de vida a rata 
adulta) desde T1 a T3.  
 Axones verticales en las capas 3 y 4 de la corteza visual 
Ocurre lo mismo que en las capas 1 y 2, el comportamiento de 
distribución de la densidad de axones es similar de manera que, podemos 
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afirmar que existen unos p-valores muy significativos estadísticamente 
entre los tres estadios. 
 Se producen diferencias muy llamativas de manera que hay una 
disminución progresiva en la densidad de axones en las capas 1 y 2 desde 
T1 a T3 (siendo las medias con sus desviaciones estándar en T1 fue 2.95 ± 
2.51, en T2 fue 0.97 ± 1.01 y finalmente en T3 fue 0.29 ± 0.62). 
Podemos finalmente afirmar que existe también en estas capas medias, 
una disminución con una gran evidencia estadística de axones 
verticales de manera progresiva (sobre todo de rata de una 
semana de vida a rata adulta) desde T1 a T3.  
 Axones verticales en las capas 5 y 6 de la corteza visual 
Se produce un cambio muy significativo si comparamos los tres estadios 
porque existen axones verticales en T1 (media y desviación estándar de 
0.5 ± 1.26) aunque son muy escasos y después desaparecen en T2 y en 
T3. Es decir, existen muy pocos axones verticales en ratas de una 
semana de vida y ya desaparecen cuando éstas se hacen 
adultas en capas profundas corticales de V1. 
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4.4.3.  Estudio global axonal según su orientación 
 
En resumen, podemos afirmar que los axones horizontales desaparecen 
todos según nuestros datos en T2 y T3, de manera que solo se observaron 
axones horizontales en las ratas de una semana de vida.  
Por otro lado, los axones verticales existen en todos los estadios de la 
edad de la rata pero se produce una disminución de la densidad de los 
mismos muy significativa y progresiva en las tres edades. Por 
tanto, se observó menos axones verticales en ratas adultas que en ratas de una 
semana de vida y también menos axones verticales en ratas de un año de vida 
si las comparamos con las adultas. Estas diferencias entre estadios son muy 
llamativas con una p-valor menor de 0.001 lo cual nos indica que hay una 
gran evidencia estadística en los datos. 
 Finalmente, en términos globales los p-valores apoyan lo datos 
anteriores ya que, los p-valores de comparar conjuntamente axones verticales 
y horizontales entre los estadios nos da una significación estadística muy 
llamativa. En este caso, pasa también lo mismo que ocurría con las neuronas 
ya que al casi no observar axones horizontales, son los verticales los que 
tienen más significancia en nuestros datos. 
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4.5. ESTUDIO MORFOLÓGICO DE NEURONAS NADPH-D 
EN NUESTRO ESTUDIO 
 
En el estudio morfológico de las neuronas NADPH-d hemos observado 
que existen neuronas con una mayor o menor intensidad de tinción, como se 
observa en la imagen siguiente (Fig. IV.23.). Las neuronas de mayor 
intensidad de tinción tienen una morfología más completa en cuanto a soma y 
prolongaciones, sin embargo, las de menor intensidad de tinción son más 
pequeñas y no se aprecian sus prolongaciones. Además, entre las de mayor 
intensidad de tinción, que podríamos denominar por su forma, verdaderas 
neuronas, las hay más grandes y son de diferentes formas y las hay más 








Fig. IV.23. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar donde se 
observan neuronas NADPH-d más teñidas (flechas negras) y menos teñidas 
(flechas azules). Las más neuronas de mayor tinción son grandes y pequeñas, las 
de menor tinción son pequeñas 
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Por otro lado, también se observó en nuestras muestras numerosas 
neuronas NADPH-d en las que se veían claramente sus relaciones sinápticas 











Fig. IV.24. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar adulta 

















Fig. IV.25. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar adulta 
teñido con NADPH-d donde se observa la relación sináptica entre dos 





















Fig. IV.26. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar adulta 
teñido con NADPH-d donde se observa la relación sináptica entre neuronas 
NADPH-d (flechas) 
 













Fig. IV.27. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar adulta 
teñido con NADPH-d donde se observa la relación sináptica entre 
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Por último, hemos observado además la relación que existe entre estas 
neuronas y los vasos sanguíneos, en numerosas muestras estas células se 
encontraban en relación con la vascularización como se ve en las imágenes 
inferiores (ver Fig. IV.28. y Fig. IV.29). Además, observamos que con esta 
misma tinción para la NADPH-d se han teñido algunas células endoteliales de 













Fig. IV.28. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar adulta 
teñido con NADHP-d donde se observa la relación una neurona NADPH-d 


















Fig. IV.29. Corte histológico del área cerebral V1 de rata Wístar donde se 
































Como hemos visto en la introducción, en el estudio de las neuronas 
NADPH-d positivas, existen  gran cantidad de trabajos que hablan de ellas: de 
su morfología, de su función como productoras de óxido nítrico y de su 
distribución en el Sistema Nervioso Central. 
Los animales empleados en este estudio han sido  ratas Wístar de 
diferentes edades (ratas de una semana de vida, ratas adultas y ratas viejas) de 
manera que, hemos podido estudiar los cambios en estas neuronas en relación 
al envejecimiento cerebral a nivel de la Corteza Visual Primaria.  
Existen numerosos trabajos para la determinación de células NADPH-d  
en cualquier área del Sistema Nervioso con la rata Wístar, como son los 
trabajos de Mitrofanis (1989), Roufail (1995), Kim I.B. y Kim K.Y. (2000 y 
2002), Villena A. (2003 y 2006), Ouda L. (2003), Palanza L. (2005), Sánchez-
Zuriaga D (2007) y más recientemente Junyang Jung  (2012) que 
detallaremos a continuación.  
Mitrofanis, en 1989, estudió las células positivas para la NADPH-d a 
nivel de retina de rata Wístar y  en sus conclusiones resaltó su influencia en el 
desarrollo retiniano desde el nacimiento de la rata hasta la edad adulta.  
Roufail, en 1995, concluyó en su investigación que el óxido nítrico no sólo 
intervenía en procesos de neurotransmisión sino que asumía un  papel como 
mediador en la regulación del flujo vascular retiniano, también 




empleó la rata Wístar como animal de experimentación. Nosotros, en nuestro 
estudio hemos observado en las muestras histológicas, la relación que existe 
entre las neuronas NADPH-d y los vasos sanguíneos a nivel cerebral visual 
con lo que, tal y como observaron estos autores a nivel de retina, pensamos 
que estas neuronas pueden desempeñar un importante papel en la 
mediación de la regulación del flujo sanguíneo cerebral del área 
visual primaria. 
Kim I.B. y Kim K.Y., en 2000 y 2002, estudiaron también en rata Wístar 
las células positivas NADPH-d en retina, de manera que en sus conclusiones  
afirmaron que estas células se están totalmente diferenciadas en el momento 
en que las ratas  abren los ojos, en la segunda semana de vida. Consideraron 
que estas células intervenían en el proceso de maduración de la retina 
regulando los procesos de proliferación y muerte neuronal (tal y como 
afirmó en sus estudios previos Mitrofanis).  
Villena A., en 2003, realizó un estudio en el Ganglio Geniculado Lateral 
de la rata Wístar en el que se analizaron las células NADPH-d en relación a la 
edad, efectuando un análisis morfológico y cuantitativo de las mismas. Para 
ello utilizó ratas de 3, 24 y 26 meses, en las que observó en su morfología, 
diferentes tipos de neuronas, según la intensidad de la tinción, el tamaño y la 
morfología, y las clasificaron en neuronas tipo A, fuertemente teñidas, con 
variabilidad de tamaño y morfología, consideradas “neuronas de proyección”; 
por otra parte neuronas de tipo B, también fuertemente teñidas, de tamaño 
más pequeño, normalmente de forma fusiforme, consideradas de “circuitos 




locales”. Este patrón se observó en las tres edades de las ratas. Nosotros, en 
nuestro estudio, hemos observado neuronas de tamaños grande y pequeño 
que eran fuertemente teñidas con prolongaciones dendríticas y axones muy 
definidos y otras neuronas menos teñidas que eran de tamaño pequeño 
(probablemente, coincidiendo con estos autores, se trata de neuronas que 
pertenecerán a circuitos locales de transmisión sináptica).  Por otro lado, 
Villena concluyó según su estudio que existía un descenso del 36% en el 
número de neuronas NADPH-d a nivel de Ganglio Geniculado de rata Wístar 
en relación a la edad de la rata. En nuestro estudio, hemos observado también 
a nivel de Corteza Visual Primaria un descenso marcado de neuronas en 
relación con el envejecimiento en la rata Wístar, y coincidimos con estos 
autores en que esta disminución de neuronas NADPH-d podría 
afectar al funcionamiento del cerebro en las ratas viejas.  
Por otro lado, en 2006, estos mismos autores, estudiaron estas neuronas 
NADPH-d en las capas superficiales del Colículo Superior en ratas Wístar y 
en este caso no observaron ningún cambio significativo con la edad en el 
número de neuronas NADPH-d aunque sí se observó una disminución del 
tamaño del soma neuronal con el envejecimiento. Así pues, los cambios en 
este tipo de neuronas difieren según el área cerebral estudiada en relación a la 
edad y se requieren más estudios que confirmen o no los hallazgos observados 
por los autores. 
Ouda L. en 2003 observó en la rata Wístar una disminución con la edad 
de la densidad de neuronas NADPH-d en la Corteza Auditiva Primaria. De 




manera que existían menos neuronas de este tipo en las ratas viejas pero por 
otro lado se producía un aumento de las prolongaciones dendríticas 
probablemente como mecanismo compensatorio al envejecimiento cerebral. 
Así pues, nosotros en nuestro estudio hemos observado también una 
disminución en la densidad neuronal de neuronas NADPH-d a nivel de 
corteza visual primaria pero se ha producido un cambio en la orientación de 
dichas neuronas respecto a la superficie de la corteza visual, pensamos, 
como estos autores, que probablemente se deba a un fenómeno 
compensatorio sináptico en respuesta a la menor densidad 
neuronal. 
Palanza L., en 2005, estudió a nivel de retina los cambios de las células 
NADPH-d en la rata Wístar. Se observó que existía un pico en la densidad 
celular de las células NADPH-d a nivel de retina en el momento en que las 
ratas abrían los ojos tal y como habían observado Kim I.B. y Kim K.Y  
previamente, con lo que estas células intervienen probablemente de manera 
decisiva en la maduración de la retina en el proceso de la visión de la rata 
Wístar. Los autores resaltaron por otro lado, que el estudio de la distribución 
de las células NADPH-d puede representar un sustrato celular para 
analizar patrones de conectividad neuronal  y que alteración en su 
distribución podría ser la base de algunas de las patologías de la retina.  En 
nuestro estudio, pensamos que el analizar la distribución de estas neuronas 
NADPH-d  en las capas corticales de la corteza visual primaria y  su 
orientación  puede aportar información respecto al envejecimiento 




del área visual cerebral, y al igual que en retina, alteraciones en la 
distribución o bien en la orientación de estas neuronas NADPH- d 
podría ser la base de patologías cerebrales visuales. 
Sánchez-Zuriaga en 2007, en el equipo de investigación de la Dra. Rosa 
Peris de la Facultad de Medicina de Valencia, realizó un trabajo sobre 
neuronas NADPH-d estudiando los cambios con la edad en el Colículo 
Inferior y en el Córtex Auditivo de ratas Wístar. Estos autores observaron una 
disminución del tamaño del soma en el Colículo Inferior (tal y como ocurre en 
el Colículo Superior) y también una pérdida de densidad de  neuronas 
NAPDH-d a nivel de Corteza Auditiva Primaria (coincidiendo con lo 
observado previamente por Ouda L.) y relacionaron estos cambios con 
problemas de audición con la edad. Según nuestro estudio, se produce 
también una pérdida en la densidad de las neuronas NADPH-d en la 
Corteza Visual Primaria de la rata Wístar que podría relacionarse 
también con problemas visuales en relación al envejecimiento. 
Junyang Jung, en 2012, hizo un análisis según sus propios resultados y 
los de otros autores del comportamiento de las células NADPH-d con respecto 
a la edad, en diferentes regiones del Sistema Nervioso Central . Observó que 
en cada una de ellas el comportamiento era diferente y específico para cada 
zona, y que el envejecimiento estaría relacionado con la producción de óxido 
nítrico. Para este autor, en ratas Wístar no se produjeron cambios en el 
número de neuronas NADPH-d en relación a la edad a nivel de Ganglio 
Geniculado Lateral ni a nivel de Colículo Superior (a nivel de Colículo 




Superior coincidió por tanto con Díaz y Villena mientras que, sus resultados 
fueron diferentes a nivel de Ganglio Geniculado Lateral ya que Villena sí 
encontró una disminución neuronal en esta área). Los autores concluyeron 
que se requieren más estudios que puedan aportar más datos 
sobre los cambios que se producen en el envejecimiento en este 
tipo de neuronas pues los cambios en la densidad neuronal son 
específicos del área cerebral estudiada.  
También tenemos trabajos sobre las neuronas NADPH-d en hámster  
como los de Zhang  en 2004. Dicho autor estudió en el hámster dorado recién 
nacido los efectos de inhibir a la “óxido nítrico sintetasa” productora de óxido 
nítrico de manera que, en aquellos hámster en los que se inhibía la enzima, 
aumentó la mortalidad y no se desarrollaron adecuadamente neuronas 
NADHP-d a nivel de corteza visual primaria. Este autor concluyó que estas 
neuronas NAPDH-d podrían influir en fenómenos de apoptosis en el 
adecuado desarrollo de la maduración de la corteza visual 
primaria en el hámster.  
Otros autores incluso han realizado  trabajos en humanos como los de 
Faro LR (1995) y Shengxiu Li (2006). Faro LR estudió  autopsias de cerebro  
de individuos normales y observó que en humanos esta neuronas NADPH-d 
positivas se observaban sobre todo en sustancia blanca cerebral y en la capa 
VI cortical (solamente se analizaron  cuatro individuos con lo que se necesitan 
más estudios para confirmar o no los resultados obtenidos por los autores). 
Shengxiu Li, por otro lado, estudió la óxido nítrico sintetasa de tipo endotelial 




en humanos a nivel de retina utilizando fetos humanos. Este autor concluye 
que el óxido nítrico en humanos interviene en los procesos de maduración de 
la retina (tal y como habían observado otros autores a nivel de retina en la 
rata Wístar). 
Aunque los animales más próximos al hombre en la escala evolutiva son 
los primates, en nuestro caso tuvimos que desechar la idea de trabajar con 
ellos por la dificultad en la obtención de los mismos. Optamos por la rata 
Wístar, debido a la disponibilidad de estos animales en el animalario del 
“Instituto de Biomedicina del Consejo Superior de Investigaciones Científicas 
de Valencia”, que posee la infraestructura para su manutención en 
condiciones óptimas y porque en este animal, el SNC está muy sistematizado 
con el mapa topográfico de Paxinos.   
Como ya explicamos en la introducción,  el óxido nítrico  es un gas que 
se sintetiza en distintas células de organismo y que tiene un papel crucial 
como molécula de señalización celular.  Este gas interviene en los 
sistemas de transducción de señales que  son especialmente relevantes en el 
cerebro y en el sistema cardiovascular. La síntesis del óxido nítrico, se realiza 
por la acción de la enzima óxido nítrico sintasa (NOS), a partir del aminoácido 
L-arginina. La NADPH actúa como cofactor en esta reacción. 
El óxido nítrico desempeña un importante papel en el proceso de 
envejecimiento. La presencia de radicales libres en las células, producen 
daños oxidativos y éstas acaban progresando hacia la muerte, bien por 




mecanismo de apoptosis (fisiológicos) o mediante necrosis (patológicos) 
(Rodrigo y cols., 1998). Esta muerte celular acaba deteriorando el tejido y 
órgano al que pertenezcan. Nosotros, en nuestro estudio, hemos encontrado 
una disminución de células productoras de óxido nítrico, conforme 
avanzábamos en la edad de las ratas. 
Según Vincent y Hope 1991, la NOS, se encuentra distribuida en 
diferentes tejidos del organismo y tiene varias isoformas: neuronal, endotelial  
e inducible. 
La NOS-neuronal es la que se encuentra relacionada con la NADPH-d y 
está ampliamente distribuida por el SNC (Kuonen 1988, Saffrey 1992 y 
Schmidt 1992) 
En la actualidad es posible detectar indirectamente la presencia de NOS-
neuronal mediante dos tipos de procesos: 
- Anticuerpos específicos contra la NOS-neuronal purificada (Bredt 
1990) 
- Mediante técnica histoquímica, para la detección de la NADPH-d 
(Hope.1991) 
 
Bredt y cols.,(1991); Hope, y cols., (1991); Dawson,(1991), han podido 
comprobar que la NADPH-d y la NOS se han localizado en las mismas 




poblaciones neuronales y que su actividad es paralela en la producción de 
óxido nítrico y GMPc, por lo que la identificación de la NOS como la enzima 
responsable de la reacción histoquímica de la NADPH-d, ha hecho posible 
hacer un detallado mapa de esta enzima a través del SNC. 
Por este motivo, nosotros hemos utilizado la técnica histoquímica de 
la NADPH-d, para el estudio de las neuronas productoras de óxido 
nítrico, de esta manera, mediante dicha técnica hemos teñido solamente 
aquéllas neuronas productoras de óxido nítrico pudiendo estudiarlas y 
analizar sus cambios evolutivos con la edad de la rata. 
En cuanto a su morfología, según Southam (1991) en el SNC el óxido 
nítrico es sintetizado por neuronas de axón corto, sin embargo también las 
células de axón largo tienen actividad NADPH dependiendo de diferentes 
niveles del SNC. Nosotros hemos encontrado neuronas con axón corto y largo 
aunque no podemos definirnos sobre la función de cada una de ellas, en 
particular, porque no era nuestro estudio. 
En 1986 Sandell fue el primero en describir en cerebros de mono dos 
tipos de células positivas para la NADPH-d, unas con fuerte tinción y otras 
más débilmente teñidas. Para Wolf (1992) este tipo de marcado más débil se 
debe a que se trata de células en donde se detecta la actividad en las 
mitocondrias pero no en el citoplasma. A la misma conclusión llego Aoki en 
1993, y Lüth en 1994, en cerebro humano. Nosotros hemos encontrado 
también diferentes intensidades de tinción de la NADPH-d. Hemos observado 




neuronas con menor intensidad de tinción que eran más pequeñas y 
neuronas con mayor intensidad de tinción de diferentes tamaños 
y con somas y prolongaciones muy bien definidos. 
También Lee y Chang-Jin en 2004 trabajaron en cerebro de hámster, y 
en  2005 lo realizaron en corteza de rata y conejo, en ellos estudiaron la 
morfología de las neuronas que contenían el enzima NOS y también 
diferenciaron dos tipos de coloración, las más teñidas  que denominaron Tipo 
1 y las menos teñidas que denominaron Tipo 2. En cuanto a la descripción 
morfológica de las neuronas, se basaron en el estudio solamente aquellas que 
estaban más teñidas, ya que se podían diferenciar claramente tanto el soma 
como las dendritas y así encontraron como Villena, neuronas más grandes y 
polimorfas y neuronas mes pequeñas de tipo fusiforme, dispuestas en 
posición horizontal o vertical. 
 Nosotros en nuestro estudio, también encontramos estos dos tipos de 
neuronas, unas grandes de diversa morfología, y otras más pequeñas de tipo 
fusiforme. También hemos estudiado las de mayor tamaño, y el patrón se 
repetía en todas las edades de la rata. 
Lúth en 1994 en su estudio en cerebro humano, encuentra neuronas 
NADPH-d en íntima relación con los vasos sanguíneos, relacionando el óxido 
nítrico con la vascularización a nivel cortical. A la misma conclusión llegaron 
Moro (1995) en ratas y Yan (1996) en monos. Rockhil R.L. en su trabajo 
(2000), realizado en retina de conejos, observa que en la tinción para 




NADPH, se teñían tanto los cuerpos y los procesos de las células amacrinas, 
así como las células de los vasos retinianos. Dicha autora también refleja en su 
estudio que el óxido nítrico de origen neuronal juega un papel importante en 
la actividad de interrelación neural a nivel de la retina, en la regulación del 
flujo sanguíneo y en el metabolismo retiniano. Esto sugiere que dicho papel 
puede desempeñarse también a nivel cerebral, que ya Dirnagl en 1994 
relacionaba el óxido nítrico y la adenosina con la regulación del flujo 
sanguíneo a nivel cerebral.  
Nosotros, aunque nuestro estudio es en corteza visual primaria de 
ratas Wístar, estamos de acuerdo con estos autores, puesto que hemos 
encontrado neuronas NADPH-d que están en íntima conexión con 
vasos sanguíneos y además, con esta misma tinción se han mostrado 
células endoteliales de los vasos. Este hallazgo a nivel de corteza visual 
primaria no lo hemos encontrado en la bibliografía en ningún estudio previo 
en la rata Wístar. 
 
También encontramos en nuestras muestras, numerosas neuronas 
NADPH-d en las que se ve claramente las relaciones sinápticas que 
existen entre ellas, hecho que no hemos constatado en la  bibliografía 
revisada. Así pues, podemos observar en numerosas muestras de nuestro 
estudio las prolongaciones axonales y dendríticas en íntima 
relación entre diversas neuronas NADPH-d  en la corteza visual 




primaria de la rata Wístar de  manera que, se puede observar el sustrato 
morfológico de la transmisión sináptica entre este tipo de neuronas. 
En la bibliografía no hemos encontrado ningún trabajo que investigue los 
cambios evolutivos de este tipo de neuronas a nivel de córtex visual primario 
en relación a la edad de manera que, no podemos comparar nuestros 
resultados con los de otros autores en esta área.  
En nuestro estudio cuantitativo de las neuronas NADPH-d en la corteza 
visual primaria (V1) de las ratas, encontramos una disminución de las 
neuronas horizontales según avanzamos en la edad, afectando esta pérdida de 
neuronas a las capas más superficiales. También hay un descenso en el 
número total de neuronas verticales, pero en el caso de estas neuronas afecta 
más a las capas profundas. En cuanto a los axones, hay una disminución del 
total de axones con respecto a la edad, y esta  diminución es más acentuada en 
las capas superficiales en los axones horizontales, y por el contrario más 
acentuada su disminución en las capas profundas en cuanto a los axones 
verticales. Por lo tanto no podemos comparar nuestro estudio con otros 
autores en lo referente al recuento por capas en la V1 de las neuronas 
NADPH-d, ya que no hemos encontrado ninguna referencia al respecto. Lo 
que sí que parece quedar claro es que el envejecimiento del SNC estaría 
relacionado con la mayor o menor producción de óxido nítrico, y que esta 
producción estaría relacionada con el aumento o disminución de las neuronas 
NADPH-d y de los cambios en la ordenación de sus prolongaciones. 




Todos nuestros resultados parecen sustentar la hipótesis de trabajo sobre 
la importancia de la morfología, densidad y localización de las neuronas 
NADPH-d en el área visual primaria. 
Hemos confirmado los cambios en estas neuronas en el área visual a 
través de las etapas de la vida de la rata Wístar.  Todo tejido en desarrollo está 
sometido a procesos de proliferación, migración, adhesión intercelular, 
diferenciación y supervivencia que se reflejan en la actividad celular. Para 
estos procesos, son necesarias las cascadas de señalización neuronal mediante 
las sinapsis. De estos hallazgos deriva un concepto interesante en relación a la 
posibilidad de que estas neuronas estén implicadas en la regulación de la 
transmisión sináptica a este nivel. 
Nuevos estudios en este sentido deberían estar encaminados en un futuro 
a analizar este hecho mediante el uso de marcadores específicos de las 
sinapsis como la Sinaptofisina y también un marcaje doble con el MAP 2 Y 
Faloidina-Rodamina (marcador de la actina en los conos de crecimiento) así 
como con la proteína fibrilar ácida de la glía (GFAP) lo que nos podría ayudar 








































La realización del estudio experimental propuesto nos ha llevado a la 
obtención de las siguientes conclusiones: 
1.- Se evidencia una disminución progresiva de la densidad de 
neuronas NADPH-d en el área visual primaria en  las diferentes 
etapas de la vida de la rata Wístar. Ello coincide con la menor observación 
de axones. Esta disminución podría estar relacionada con el 
envejecimiento del área V1. 
2.- Se han identificado las neuronas NADPH-d a nivel de las tres capas 
estudiadas en el área visual primaria con dos tipos de orientación: paralelas a 
la superficie de la corteza visual  u horizontales y perpendiculares a la misma 
o verticales. Pensamos que la orientación y distribución  en las capas 
corticales de V1 de las neuronas NADPH-d viene determinada según la 
función de las neuronas corticales de cada capa; en donde las 
neuronas NADPH-d contribuyen a la neuromodulación de la 
transmisión sináptica.  
3.- En los tres grupos cronológicos se han encontrado mayor 
proporción de neuronas NADPH-d verticales a nivel de las capas 
superficiales de la corteza visual primaria de la rata Wístar. Estas neuronas 




podrían ser las que facilitarían la transmisión a las áreas vecinas de la 
corteza cerebral. 
4.- En los tres grupos de edad creciente se constatan las neuronas 
NADPH-d horizontales en un número más elevado en las capas 
medias y en las capas profundas de la corteza visual primaria de la rata 
Wístar. 
5.- En el grupo de ratas recién nacidas, de forma global, las neuronas 
NADPH-d verticales son más numerosas a diferencia de lo que ocurre en las 
ratas adultas y viejas que poseen una mayor proporción de neuronas NADPH-
d horizontales, dentro de una población total menor. Deducimos por ello, que 
se produce un cambio en la orientación de parte de las neuronas verticales 
como fenómeno adaptativo al envejecimiento. Ello puede ser considerado 
como diferencias en la plasticidad neuronal para conseguir mayor 
potencialidad sináptica.  
6.- La relación observada en nuestro estudio de neuronas NADPH-d con 
los vasos y capilares sanguíneos corticales, pensamos confirma la función de 
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